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Resumé 
Formålet med denne rapport har været at undersøge brugbarheden af Nuclear Magnetic Resonance i 
forbindelse med identifikation af indholdet af frie aminosyrer, frie fedtsyrer samt kulhydrater i 
Artemia cyster og Acartia tonsa æg. Herunder undersøges ændringer i disse næringsstoffer i 
Artemia cyster og Acartia tonsa æg. For at undersøge om koncentrationen af næringsstoffer ændrer 
sig i takt med tiden og udviklingen af cysterne og æggene, blev der målt på Artemia cyster samt 
Acartia tonsa æg umiddelbart efter klargørelsen af disse, samt efter x antal timer inden klækning. 
For at bekræfte, at vores cyster var levedygtige, udførte vi et klækningsforsøg, hvor cysterne, ved 
stuetemperatur og iltning, klækkede efter ca. 24 timer. 
Nuclear Magnetic Resonance er førhen ikke blevet brugt til at undersøge næringsstoffer i Acartia 
tonsa æg og Artemia cyster. Delvist inden projektforløbet havde vi ikke kendskab til den nøjagtige 
koncentration af frie aminosyrer i Acartia tonsa æg og Artemia cyster. I slutningen af 
projektforløbet modtog vi upublicerede data, som afslørede koncentrationerne af frie aminosyrer pr. 
individ. Koncentrationerne viste sig at være mindre end den koncentration, der er nødvendig for, at 
Nuclear Magnetic Resonance metoden kan give brugbare resultater. 
Resultaterne fra målingen af indholdet af næringsstoffer i Acartia tonsa æg og Artemia cyster ved 
hjælp af Nuclear Magnetic Resonance viser spektre, som ved analyse indikerer tilstedeværelsen af 
fedtsyrer og kulhydrater. Det har kun været muligt at identificere D-trehalose i Artemia cysterne. 
Det har også været muligt at bestemme oliesyre i Acartia tonsa æggene men ikke i Artemia 
cysterne. Spektrene viser ikke tilstedeværelsen af frie aminosyrer. Desuden viste vores resultater 
ingen tegn på ændring i koncentrationerne af de forskellige næringsstoffer. Derfor kan Nuclear 
Magnetic Resonance ikke bruges til identifikation af frie aminosyrer, og kun tilnærmelsesvis til 
identifikation af fedtsyrer og kulhydrater i copepod æg og Artemia cyster. Brugbarheden af Nuclear 
Magnetic Resonance til måling af næringsstoffer er derfor begrænset til måling af større 
koncentrationer. 
 
Abstract 
The purpose of this report is to examine the use of Nuclear Magnetic Resonance in association with 
identification of the content of free amino acids, free fatty acids and carbohydrates in Artemia cysts 
and Acartia tonsa eggs. The examination includes changes in nutritional components in Artemia 
cysts and Acartia tonsa eggs. To examine if the concentration of the nutritional components in the 
Artemia cysts and the Acartia tonsa eggs changes over time, measurements were made on the 
Artemia cysts and the Acartia tonsa eggs immediately after they were prepared, and again after a 
18-24 hour period. All measurements were carried out before hatching. To confirm that our cysts 
were viable, we carried out a hatching experiment, in which the cysts, at room temperature and 
oxidization, hatched after circa 24 hours. 
Nuclear Magnetic Resonance has not previously been used to examine nutritional components in 
Acartia tonsa eggs and Artemia cysts. Partially before the project progress started, we had no 
knowledge of the exact concentration of free amino acids in Acartia tonsa eggs and Artemia cysts. 
At the end of the project progress we received unpublished data, which revealed the concentrations 
of the free amino acids per individual. The concentrations showed to be less than the concentration 
which is necessary for the Nuclear Magnetic Resonance method to give usable results.  
The results of the measurements of the content of nutritional components in Acartia tonsa eggs and 
Artemia cysts, by use of Nuclear Magnetic Resonance, shows spectra, which by analysis indicates 
the presence of fatty acids and carbohydrates. It has only been possible to identify D-trehalose in 
the Artemia cysts. It has also been possible to determine the presence of Oleic acid in the Acartia 
tonsa eggs, but not in the Artemia cysts. The spectra do not show the presence of amino acids. 
Moreover our results showed no signs of changes in the concentrations of the different nutritional 
components. For this reason Nuclear Magnetic Resonance cannot be used for the identification of 
free amino acids, and only for the approximate identification of fatty acids and carbohydrates in 
copepod eggs and Artemia cysts. Therefore, the usability of Nuclear Magnetic Resonance to 
measure nutritional components is limited to measurements in greater concentrations.  
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1 Indledning 
I Europa har dambrug en høj prioritet, da det udgør mere end 30 % af EU’s samlede 
fiskeproduktion. Derfor forventes det, at fiskeproduktion i dambrug i fremtiden vil stige, hvorved 
foderet bliver vigtigt for at holde fiskebestanden oppe [Havets fiskeri]. 
For at fiskene kan vokse succesfuldt op i dambrug, bliver der forsket meget indenfor hvilket 
zooplankton, der er bedst egnet til foderemne. De bedste foderemner bestemmes ud fra deres 
sammensætning af henholdsvis frie aminosyrer samt fedtsyrer. Det mest brugte fødeemne i dag er 
Artemia (saltsøkrebs). Dette skyldes, at de er nemt tilgængelige, samt kan fragtes i store mængder, 
hvilket gør dem økonomiske at bruge. Artemia kan fanges i store mængder i de amerikanske 
saltsøer uden, at det påvirker den naturlige balance. Ulempen ved brugen af Artemia er, at de har en 
relativ dårlig biokemisk sammensætning af frie aminosyrer, fedtsyrer og kulhydrater, hvilket 
betyder, at fiskene enten skal have disse i relativt store mængder eller et tilsvarende kosttilskud 
[Ramløv, 2002]. 
I naturen spiser nyklækkede fisk hovedsageligt copepoder (vandlopper), hvilket skyldes, at de øger 
fiskens proteiner, samt har den rigtige biokemiske sammensætning af frie aminosyrer, fedtsyrer og 
kulhydrater, som gør dem attraktive for fisk som fødeemne. Grunden til, at man i dag hovedsageligt 
ikke bruger copepoder som foderemne i dambrug skyldes, at man skal dyrke dem, eftersom man 
ikke kan fange dem i store mængder frit ude i naturen uden, at det ville påvirke naturens balance. 
Copepoder kan dog ikke pakkes i store mængder - i forhold til Artemia - og dette er derfor en 
økonomisk ulempe. Relevansen af den biokemiske sammensætning af frie aminosyrer, fedtsyrer og 
kulhydrater kan være med til at spille en rolle for at få copepoder ind på dambrugsmarkedet og 
erstatte Artemia på længere sigt eller supplere disse som fødeemne hos dambrugsfisk [Ramløv, 
2002]. 
Nuclear Magnetic Resonance (NMR) er en metode som kan bruges til at undersøge og klarlægge 
molekylers struktur. Metoden bag NMR er ikke før blevet brugt til at bestemme hvilke frie 
aminosyrer, fedtsyrer samt kulhydrater, der forefindes i Artemia cyster og æg fra copepoden 
Acartia tonsa. Ud fra viden om NMR, samt indholdet af frie aminosyrer, fedtsyrer og kulhydrater i 
Artemia cyster og Acartia tonsa æg, burde dette kunne lade sig gøre, og hermed er der fundet et 
alternativ til den nuværende mest brugte metode High Pressure Liquid Chromatography (HPLC).  
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Vi har valgt at undersøge, hvorvidt NMR kan bruges til at identificere de organiske ikke-bundne 
indholdsstoffer i de 2 vigtigste foderemner, Artemia cyster og copepod æg, for at finde en alternativ 
metode til HPLC. 
 
1.1 Læsevejledning 
Gennem hele rapporten vil de vigtigste fagudtryk blive forklaret første gang disse nævnes, og 
efterfølgende vil disse fagudtryk være markeret med en stjerne gennem den følgende tekst. Dette vil 
forekomme gennem hele rapporten. Sidst i rapporten vil der være en forklarende ordliste, som 
samler ord markeret med en stjerne i alfabetisk rækkefølge. 
NMR & Indholdsstoffer i Crustacean  Det Naturvidenskabelige Basisstudium 2. Semester 
 
Side 3 af 84 
2 Mål og Problemformulering 
2.1 Målsætning 
Vi ønsker at undersøge indholdet af frie aminosyrer, fedtsyrer samt kulhydrater i henholdsvis 
Artemia cyster og Acartia tonsa æg, for at se hvilke forskelle samt ligheder disse har. For at afklare 
dette bruges NMR, som ikke før er blevet brugt til tilsvarende målinger af organiske ikke-bundne 
indholdsstoffer i æg fra mindre krebsdyr. Dette skyldes blandt andet problematikken i at frembringe 
brugbare resultater, da koncentration af det man ønsker at måle på skal være omkring 100 nM 
minimum. Denne minimumsgrænse er relativ høj i forhold til den mulige koncentration af frie 
aminosyrer, fedtsyrer og kulhydrater i æggene/cysterne. Dette forsøg vil derfor komme ind på 
brugbarheden af NMR. Herefter vil vi undersøge i hvilket omfang, at mængden af frie aminosyrer, 
fedtsyrer og kulhydrater ændrer sig i Artemia cyster og copepod æg under deres udvikling. Dette 
gøres ved at lade dem udvikle sig i iltet vand i 18-24 timer, det vil sige lige inden klækningen 
starter.  
2.2 Hypotese 
NMR er en spektroskopisk metode, som bruges til at få information om molekylers strukturer, og i 
visse omfang koncentrationen af disse. NMR vil derfor kunne give et anderledes billede af, hvilke 
organiske indholdsstoffer der findes i Artemia cyster og copepod æg i forhold til andre brugte 
metoder til måling af de organiske ikke-bundne indholdsstoffer i disse. 
2.3 Problemformulering 
Hvorledes kan Nuclear Magnetic Resonance bruges til at beskrive de organiske ikke-bundne 
indholdsstoffer i Artemia cyster og copepod æg? I hvilket omfang ændres indholdet af frie 
aminosyrer, fedtsyrer og kulhydrater i Artemia cyster og Acartia tonsa æg under deres udvikling af 
henholdsvis cysterne og æggene? 
2.4 Målgruppe 
Målgruppen for dette projekt er personer med fag tilsvarende en matematisk gymnasial uddannelse 
med biologi på højniveau, og RUC kurset Kemi B, samt eventuelt Bio C. Dog kan dele af denne 
rapport være brugbar for dambrugsinteresserede, idet rapporten berører fødeemnekvaliteten af 
Artemia cyster og copepod æg, idet den beskriver de organiske indholdsstoffer for disse, fundet ved 
hjælp af NMR.  
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Formålet med at henvende sig til denne målgruppe, er at skabe en interesse for indholdet i Artemia 
cysterne og copepod æggene, og eventuelt frembringe en alternativ metode til måling af organiske 
indholdsstoffer i krebsdyr, henholdsvis Artemia cyster og copepod æg, eller afkræfte denne metode 
som brugbar.  
2.5 Semesterbinding 
Semesterbindingen for 2. semesterprojekt på den Naturvidenskabelige Basisuddannelse på Roskilde 
Universitets Center lyder således: 
”Modeller, teorier og eksperimenter i naturvidenskab. Formålet med projektet i andet semester er, 
at de studerende gennem arbejdet med et repræsentativt eksempel får erfaring med 
grundvidenskabelige problemstillinger indenfor naturvidenskaberne.” 
Vores projekt opfylder semesterbindingen da vi beskæftiger os med den naturvidenskabelig teori 
bag NMR, samt udfører eksperimentelt arbejde.  
Vores repræsentative eksempel er undersøgelse af organiske ikke-bundne indholdsstoffer i 
krebsdyr, og disse undersøges ved hjælp af teorien bag NMR. Vores eksempel er de organiske 
forbindelser, som copepod æg samt Artemia cyster indeholder, og netop dette indhold af organiske 
forbindelser kan identificeres ved hjælp af NMR. 
Ifølge teorien bag NMR-teknologi, kan man identificere organiske ikke-bundne molekyler med en 
koncentration på minimum ca. 100 nM, og ifølge teorien om både Artemia cyster og copepod æg 
burde det derfor være muligt at få brugbare resultater ud af måling på Artemia cyster og copepod 
æg.
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3 Metode 
For at besvare problemformuleringen tages der udgangspunkt i et eksperimentelt studie samt et 
litteraturstudie, hvor der primært fokuseres på Artemia cyster og copepod æg, samt hvilke frie 
aminosyrer, fedtsyrer og kulhydrater disse indeholder. 
Gennem et litteraturstudie forbedres forståelsen for Artemia cyster og copepod æg, samt redegøres 
for disses morfologi samt frie aminosyre-, fedtsyre- og kulhydrat-indholdet. Desuden undersøges 
teorien bag NMR, og dermed vil vi gerne give et bud på, om NMR fremover ville være et alternativ 
til analyse af indholdet af frie aminosyrer, fedtsyrer og kulhydrater i for eksempel zooplankton. 
Fremgangsmåden for dette har været research via videnskabelige artikler fra videnskabelige 
databaser, faglitteratur i form af lærebøger og samtaler med vores vejleder – professor i kemi - Poul 
Erik Hansen, samt vores co-vejleder, lektor Benni Winding Hansen. 
Det eksperimentelle studie tager udgangspunkt i undersøgelse af indholdet i Artemia cyster og 
copepod æg, ved at bruge NMR. Herved har vi mulighed for at studere organiske ikke-bundne 
molekyler i Artemia cyster og copepod æg, på en ny måde, og muligvis hente ny viden indenfor 
dette område. Ud fra disse målinger får vi spektre, som vi kan tolke, og dermed identificere 
indholdet og udvalget af frie aminosyrer, fedtsyrer og kulhydrater. 
Først måler vi på æggene/cysterne direkte efter rensning/dekapsulering, men også efter ca. 18 timer, 
dog inden klækning. Dette gøres for at undersøge om der sker ændringer i koncentrationerne af frie 
aminosyrer, fedtsyrer og kulhydrater i cysterne og æggene. Herved vil vi gerne undersøge, om 
cysterne og æggene ændrer på indholdet af visse næringsstoffer i æggene/cysterne, for at opretholde 
et passende intracellulært miljø. 
 
Vi forestiller os, at den eksperimentelle del skal forløbe således: 
Vi dekapsulerer Artemia cyster og pakker dem i et NMR-rør, hvorefter indholdet i røret bliver målt 
via NMR-maskinen. Der måles både på cysterne lige efter dekapsuleringen, samt igen efter ca. 18 
timer, for at se om der skulle være nogen ændring af de organiske indholdsstoffer i cysterne.  
Da copepod æg ikke skal dekapsuleres, samt at de er meget svære at få store kvantiteter af, er 
fremgangsmåden her en smule anderledes. Copepod æggene pakkes i et specielt NMR-rør, der ikke 
kræver samme mængde æg, for at få målbare resultater. Den ene NMR-måling foretages direkte 
efter de er blevet taget ud af køleskabet, mens en anden måling foretages på nogle æg, der har ligget 
til iltning i 18-24 timer, for at se om der har været nogle ændringer af de organiske indholdsstoffer i 
cysterne.
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4 Indholdsstoffer i Artemia og copepod 
Både Artemia og copepoder indeholder betragtelige mængder af næringsstofferne; aminosyrer, 
fedtsyrer og kulhydrater. Samtidige er de af en så lille størrelse, at fiske larver kan gabe over dem, 
og derfor er de ideelle til fodring af fiskelarver.  
Copepoder indeholder flere næringsstoffer end Artemia pr. gram, men er til gengæld langt sværere 
at dyrke, hvilket resulterer i at de er langt dyrere at fodre med end Artemia. Copepoder er derfor 
endnu ikke noget konkurrerende foderemne for Artemia. Der bliver dog forsket meget i, hvordan 
man kan optimere dyrkningen af copepoder samt at gøre dem mere økonomisk anvendelige. Hvis 
man kan optimere dyrkningen af copepoder og gøre dem økonomisk anvendelige, tilsvarende 
Artemia, kan det forventes at copepoderne på længere sigt vil blive et populært foderemne.  
Copepoder indeholder en bedre sammensætning af frie aminosyrer, fedtsyrer samt kulhydrater end 
Artemia, hvilket kan være med til at gøre copepoder og Artemia til de konkurrerende foderemne 
indenfor dambrug [Ramløv, 2002].
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5 Aminosyrer 
De følgende afsnit om aminosyrer, fedtsyrer og kulhydrater, giver en generel introduktion til de tre 
organiske molekyler. De findes alle på fri form eller indbygget i større molekyler inde i Artemia 
cysterne og copepod æggene. Udover den generelle beskrivelse, vil der også blive gennemgået 
nogen af de vigtigste frie aminosyrer, fedtsyrer og kulhydrater der findes i cysterne/æggene. 
 
Kilden til følgende afsnit er Campbell et al 2005. 
En aminosyre er et organisk molekyle, der findes i organismer frit eller sammensat med andre 
aminosyre for at danne proteiner. En aminosyre består generelt af en aminogruppe, en 
carboxylsyregruppe, et enkelt hydrogen atom og en variabel sidegruppe. Alle disse elementer er 
forbundet i midten af det såkaldte alfa carbon atom som det ses af figur 1.  
Den generelle strukturformel for aminosyrer 
skrives derfor som NH2-CHR-COOH.  
Inde i cellen optræder aminosyrerne dog oftest 
på ioniseret form: NH3+-CHR-COO-. 
Sidegruppen R varierer så fra aminosyre til 
aminosyre, for eksempel fra et enkelt hydrogen 
atom som i aminosyren glucin, over en lang 
sidekæde som i lysin til en sidekæde af 
ringstruktur i tyrosin.  
Afhængig af hvilket carbon atom aminogruppen og carboxylsyregruppen er forbundet til opdeles de 
i alfa og beta aminosyrer. Langt hovedparten af aminosyrer der findes i organismer hører til alfa 
aminosyre gruppen. Den eneste naturlige forekommende beta aminosyre er beta alanin. 
Det er sidegruppens fysiske og kemiske egenskaber, der bestemmer den enkelte aminosyres unikke 
karakterer. Aminosyren kan have en nonpolær sidekæde, hvilket vil gøre aminosyren hydrofob eller 
en polær sidekæde, hvilket så vil gøre den hydrofil. Nogen aminosyre optræder sur eller basisk, 
hvilket skyldes at de er elektrisk ladet og hydrofile.  
 
Her følger to eksempler på aminosyrer, lysin og arginin, der er blandt de vigtige aminosyrer for 
både Artemia og copepoder. 
Figur 1: Figuren viser den generelle opbygning af en 
aminosyre. Sidegruppen der varierer fra aminosyre til 
aminosyre er her betegnet med bogstavet R. 
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5.1 Aminosyrer i copepod 
De frie aminosyrer bliver mest brugt til osmotisk regulering, som 
beskrives senere i rapporten, i copepoden, som organiske 
osmolytter. Den totale pulje af frie aminosyrer øges med miljøets 
saltindhold. De vigtigste aminosyrer er: glycin, alanin, arginin, 
lysin, prolin og taurin [Mauchline, 1998]. Disse 6 vigtige 
aminosyrer udgør også en stor procentdel af den samlede pulje af 
frie aminosyrer, dette kan ses på figur 4, hvor anden kolonne viser 
middelværdien for koncentrationen i nM pr. individ af frie 
aminosyrer ± en afvigelse. Tredje kolonne viser antallet af 
replikater(n) brugt ved analyse for pågældende forsøg [Drillet et 
al. 2007, unpublished]. 
Puljen af frie aminosyrer har en tendens til at blive forøget med 
salinitet, hvor flere ikke essentielle aminosyrer er involveret. 
Indholdet af aminosyrer kan variere, alt efter art og dennes 
oprindelse, samt hvilken dyrkningsmetode, der er blevet brugt i det 
pågældende forsøg [Drillet et al. 2006].  
Figur 2: Figuren viser strukturformlen for 
arginin, C6H14N4O2. Arginin er en basisk 
aminosyre. 
Figur 3: Figuren viser strukturformlen for lysin, 
C6H14N2O2. Lysine er en basisk aminosyre. 
Figur 4: Den absolutte mængde af 
frie aminosyrer i copepod æggene 
(Drillet et al. 2007, unpublished). 
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Af de ikke essentielle aminosyrer er glutamin, taurin og prolin fundet i de højeste koncentrationer, 
og hver tæller for mere end 10 % af den samlede pulje af frie aminosyrer. Hvorimod de essentielle 
aminosyrer var domineret af lysin, arginin, histidin, leucin og threonin som hver udgør 5 % eller 
mindre af den samlede pulje af frie aminosyrer [Sørensen et al. 2006]. Figur 5 viser et overordnet 
billede af sammenhæng mellem de frie aminosyrer i æggene i forhold til i nauplii* stadiet hos 
Acartia tonsa [Drillet et al. 2006].  
 
Figur 5: Den relative sammenhæng af frie aminosyrer i æggene og nauplii for Acartia 
tonsa før opbevaring (non-stored) [Drillet et al. 2006]. 
 
I nyere studier af copepod arter påvises det, at de indeholder høje mængder af taurin, som stimulerer 
fiskens udvikling og vækst [Drillet et al. 2006]. 
5.2 Aminosyrer i Artemia 
De frie aminosyrer, som befinder sig i Artemia cysterne, er enormt vigtige når embryonet skal 
udvikles, og proteiner opbygges. Cysterne indeholder alle 20 aminosyrer, men der er 10 aminosyrer 
som karakteriseres som essentielle for fiskelarver: histidin, threonin, arginin, valin, methionin, 
tryptophan, phenylalanin, isoleucin, leucin og lysin. Figur 6 viser koncentrationerne af de 
forskellige aminosyrer, essentielle såvel som ikke essentielle [Aragão et al. 2004]. 
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Figur 6: Her ses indholdet af de forskellige frie aminosyrer (FAA) i dekapsulerede cyster vist i pmol pr. individ. 
Indholdet af de forskellige FAA, er taget fra 10 populationer af Artemia Franciscana. De forkortelser man ser 
øverst på tabellen, er betegnelser hver af de enkelte populationer har fået, for at man kan kende forskel på dem. 
Den gennemsnitlige molære koncentration af FAA er 2,97*10-8 M, for Artemia Franciscana. Den gennemsnitlige 
koncentration er udregnet ved hjælp af tal fra afsnittet om Artemia samt denne tabel [Helland et al. 2000]. 
 
Der er en smule forskel i indholdet af frie aminosyrer og protein fra forskellige populationer af 
samme art Artemia. Grunden er den samme som for fedtsyrer, nemlig at føden i den bestemte 
population som regel er en smule anderledes, dette er illustreret på figur 7. 
 
Figur 7: Det totale indhold af frie aminosyrer (FAA) og protein i dekapsulerede cyster af forskellige arter af Ar-
temia. Indholdet af FAA er vist i pmol, og indholdet af protein er vist i µg, begge er pr. individ [Helland et al. 
2000]. 
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Som det ses på figur 8, begynder aminosyrekoncentrationen at stige efter et par timer i udviklingen. 
Dette sker fordi den næringsrige blomme, som embryonet skal bruge til at vokse af, består af ca. 75 
% protein. Under udviklingen af embryonet sker der en proteolyse af blommen, og det medfører en 
stigende koncentration af frie aminosyrer. Proteolyse er en nedbrydning af proteiner til mindre 
bestanddele ved hjælp af cellulære enzymer kaldet protease [Helland et al. 2000]. 
 
Figur 8: Her ses udviklingen i indholdet af protein og frie aminosyrer gennem Artemia Franciscana’s udvikling. 
Indholdet af frie aminosyrer er vist i pmol, og indholdet af protein er vist i µg, begge er pr. Individ. [Helland et 
al. 2000]. 
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6 Fedtsyrer 
En fedtsyre er en ud af to byggesten i opbygningen af fedtstoffer. Den anden byggesten er glycerol 
(C3H8O3). Et fedtstof syntetiseres ved, at tre fedtsyrer bindes til glycerolmolekylet ved at fjerne et 
vandmolekyle for hver fedtsyre. 
En fedtsyre består af et carbonskelet, der varierer i længde, men som normalt er 16 til 18 
carbonatomer langt [Campbell et al. 2005]. Carbonatomerne er bundet sammen med enkelt- eller 
dobbeltbindinger. Ned langs hele carbonskelettet sidder der hydrogenatomer bundet til 
carbonatomerne, hvilket gør molekylet nonpolært. I den ene ende af carbonskelettet sidder en 
carboxylsyregruppe [Scmedes, 2000]. 
Som skrevet kan carbonatomerne være kædet sammen med enkelt- eller dobbeltbindinger. Hvis 
carbonskelettet kun er bundet sammen af enkeltbindinger kaldes fedtsyren en mættet fedtsyre, med 
henvisning til at carbonskelettet er mættet med hydrogenatomer. Palmitinsyre, som ses nedenfor på 
figur 9, er et eksempel på en mættet fedtsyre som også er en vigtig essentiel fedtsyre for Artemia. 
Hvis der derimod er en dobbeltbinding siges fedtsyren at være umættet, og hvis der er to eller flere 
dobbeltbindinger at være polyumættet. 
 
Figur 9: Figuren viser strukturformlen for palmitinsyre (palmitic acid C16H32O2). Som det ses har palmitinsyre 
ingen dobbeltbindinger mellem og er derfor en mættet fedtsyre. 
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Dobbeltbindinger har en betydning for fedtsyrens struktur. Hvis carbonatomerne omkring en 
dobbeltbinding sidder på samme side, en såkaldt cis konfiguration, får carbonskelettet et knæk. 
Sidder carbonatomerne derimod på hver sin side af dobbeltbindingen, en trans konfiguration, får 
strukturen et mindre knæk. Knækket i carbonskelettet har betydningen for fleksibiliteten af 
fedtsyren og egenskaberne af det fedtstof som fedtsyren eventuelt er indbygget i. En fedtsyre med 
indtil flere cis dobbeltbindinger har en mere fastlåst struktur end en mættet fedtsyre. 
 
 
Figur 10: Figuren viser et princip for en enkelumættet fedtsyre. Det ses at H-atomerne omkring 
dobbeltbindingen sidder på samme side, og dermed i cis konfiguration. Denne strukturformel fortæller ikke 
noget om fedtsyrens rummelig form, men dobbeltbindingen vil give fedtsyren et knæk. 
 
 
Figur 11: Figuren viser princippet for en fedtsyre med polyumættet fedtsyre med to dobbeltbindinger. Fedtsyren 
har to dobbeltbindinger i cis-konfiguration. Igen fortæller modellen ikke noget om fedtsyrens rummelige 
struktur men de to dobbeltbindinger giver fedtsyrekæden to knæk. 
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Animalsk fedt er generelt opbygget af mættede fedtsyrer, der gør, at fedtstofferne kan pakke sig 
tættere sammen. Derfor er animalsk fedt oftest på fast form ved stuetemperatur. Derimod er de 
fedtstoffer man finder hos planter og fisk opbygget med umættede og polyumættede fedtsyrer. Det 
gør at fedtstofferne ved stuetemperatur er på flydende form [Scmedes, 2000]. 
 
Det gælder for både aminosyrerne og fedtsyrerne, at de kan deles op i essentielle og ikke essentielle. 
De ikke essentielle aminosyrer og fedtsyrer kan organismen selv opbygge, og skal derfor ikke 
nødvendigvis tilføres direkte med føden. De essentielle amino- og fedtsyrer kan organismen 
derimod ikke syntetisere selv, og de skal derfor tilføres ”færdigbyggede” gennem føden.  
Linolsyre og palmitinsyre er to eksempler på fedtsyrer, der er essentielle for Artemia. Ud fra disse 
to og de fire andre fedtsyrer kan Artemia selv bygge alle andre fedtsyrer, den har brug for. 
Tilsvarende findes der ti essentielle aminosyrer som Artemia skal have tilført via føden [Scmedes, 
2000]. 
6.1 Docosahexaenoic acid (DHA) 
Generelt har fedtsyrer to hovedfunktioner i dyr og planter: 1) energioplagring og 2) som 
membrankomponenter. De fedtsyrer med fire eller flere dobbeltbindinger såsom eicosapentaenoic 
acid (EPA) og docosahexaenoic acid (DHA), bliver kaldet særdeles umættet fedtsyre og har vigtige 
fysiologisk funktioner. På grund af en lang kæde af carbon med seks dobbeltbindinger, har DHA 
især en høj fleksibel form og specialiserede funktioner i membransystemet som giver høj fluiditet til 
cellemembranen, hvilket vekselvarme dyr såsom fisk behøver for at sørge for et lavt smeltepunkt 
inden i cellerne.  
De fleste marine fiskelarver kan ikke syntetisere DHA fra precursor* molekyler såsom EPA eller α-
linolensyre, og derfor fås DHA gennem føde af zooplankton.  
 
Figur 12: Figuren viser forskellen på en dobbeltbinding i cis-konfiguration og trans-konfiguration. Trans-
konfigurationen giver ikke strukturen et lige så stort knæk som cis-konfigurationen. 
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Fiskeæg indeholder generelt høje mængder af essentielle fedtsyrer, men under klækningen benyttes 
disse fedtsyrer til udviklingen og DHA niveauet reduceres hen imod metamorfose. Niveauet af 
DHA øges igen i det tidlige larvestadie ved fodring af DHA-rig kost.  
Studier har vist at DHA er vigtig i fiskelarvekulturer. Dette skyldes at lave koncentrationer af DHA 
påvirker fiskens hjerne, hvilket medføre lav vækstrate, som kan resulterer i lav overlevelsesrate 
[Masuda, 2003].  
6.2 Eicosapentaenoic acid (EPA) 
Eicosapentaenoic acid (EPA) har en lang kæde af polyumættede fedtsyrer, som kaldes en omega-3 
fedtsyre. EPA er en cis polyumættet fedtsyre som består af 20 carbonatomer og 5 dobbeltbindinger. 
EPA fungerer som en precursor* for eksempel for DHA, hvilket vil sige, at EPA er i stand til at 
syntetiserer DHA molekylet.  
Fiskeolie (omega – 3) indeholder EPA, hvilket skyldes at mikroalger syntetiserer EPA. EPA menes 
at spille en rolle indenfor opretholdelsen af en normal vækst og udvikling, ved at opretholde et 
strukturel og funktionel cellemembran. EPA har nogle af de samme funktioner som DHA har i 
fiskelarverne, og derfor er det vigtigt for fiskelarverne at få både EPA- og DHA-indholdsrigt foder 
som for eksempel copepod æg [Sayanova et al. 2004].  
6.3 Docosahexaenoic- og Eicosapentanoic acid i copepod 
Copepoderne er kendt som en fremragende kost, når det kommer til indholdet af DHA og EPA i 
forhold til hjuldyr og Artemia nauplii. De fleste marine copepoder og andet zooplankton er 
afhængig af fytoplankton, som deres DHA ressource. DHA produktionen i fytoplankton er påvirket 
af vandtemperaturen og lysforholdene i det marine system. Den relative korte levetid for 
fytoplankton kan resultere i et hurtigt kollaps af DHA indholdet i copepoderne [Masuda, 2003]. 
I Drillet et al. 2006 foreslås det, at Acartia tonsa måske er i stand til at syntetisere DHA fra kortere 
kæder af frie aminosyrer samt, at det høje indhold af DHA ikke oprindeligt kun stammer fra 
fødeakkumuleringen. Forholdet mellem DHA og EPA har en tendens til at blive forøget mellem æg 
og dennes nauplii efter få måneders opbevaring på køl [Drillet at al. 2006 ]. 
Indholdet af DHA og EPA i copepod æg er afhængig af moderens fødeakkumulering, som er 
årstidsbestemt, hvilket skyldes at indholdet af DHA og EPA i fytoplankton varierer efter 
lysintensiteten [Sørensen et al. 2006]. 
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6.4 Fedtsyrer i Artemia 
Indholdet af fedtsyrer i Artemia cyster og nauplii afspejler indholdet af fedtsyrer der er i den føde, 
de voksne Artemia indtager. Der er derfor som regel forskellig koncentration af fedtsyre i én 
Artemia population, der lever i en sø og én Artemia population fra en anden sø, da fødeforholdene 
som regel er forskellige fra sø til sø.  
Der er fundet over 15 forskellige fedtsyrer i Artemia, men der er seks essentielle som udgør ca. 80 
% af den samlede masse af fedtsyrer: palmitinsyre, palmitoleinsyre, oliesyre, linolsyre, linolensyre, 
DHA og EPA. Artemia indeholder ikke lige så meget EPA og DHA som for eksempel copepoder, 
og blandt andet derfor er copepoder et bedre foder til fiskelarver. Koncentrationerne af de seks 
essentielle fedtsyrer, samt DHA kan ses på figur 13 [Støttrup et al 2003; Abatzopoulos et al. 2002] 
 
Figur 13: Her ses et skema over sammensætningen de seks vigtigste fedtsyrer samt DHA gennem Artemias 
udvikling. Indholdet af fedtsyrer er i mg per gram af tørvægt. Dette svarer til følgende stofmængde for de 
repræsenterede syrer: palmitinsyrer = 4,95*10-8 mol, palmitoleinsyre = 1,53*10-8 mol, oliesyre = 6,77*10-8 mol, 
linolsyre = 1,96*10-8 mol, linolensyre = 9,77*10-8 mol, EPA = 1,06 * 10-8 mol, DHA = 3,04*10-10 mol. Stofmængden 
er udregnet ved hjælp a tal fra denne tabel [Støttstrup et al. 2003].
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7 Kulhydrat 
Kilden til følgende afsnit er Campell et al. 2005. 
Kulhydrater eller saccharider er en gruppe organiske stoffer som i stil med fedtstoffer og proteiner 
er en af de mest benyttede biologiske måder til at oplagre energi på. 
Monosaccharider er de simpleste kulhydrater. Monosaccharider har generelt en molekylær formel 
efter formen CxH2xOx, for eksempel har den hyppigste optrædne monosaccharid glukose 
sumformlen C6H12O6. Monosaccharider, specielt glukose, er et af de vigtigste brændstoffer, som 
celler bruger til deres respiration. Derudover bruges carbonskelettet til opbygningen af for eksempel 
aminosyrer og fedtsyrer. Herunder ses monosacchariden glukose på to forskellige former: en lineær 
og en cirkulær form. Begge former optræder normalt, men den cirkulære form optræder langt oftere 
end den lineære. 
Alle større kulhydrater, disaccharider og polysaccherider, er opbygget af monosaccharider. 
Disaccharider, er som navnet antyder, opbygget er to monosaccharider og polysaccharider er lange 
kæder bestående af alt fra nogle få hundrede monosaccharider til nogle få tusinde monosaccharider. 
Et eksempel på en disaccharid er maltose, der er dannet af to glukose enheder ved fraspaltning af 
vand således, at det 1. carbonatom på den ene glukose bindes sammen med det 4. carbonatom på det 
andet glukose molekyle. Et eksempel på en polysaccharid er glykogen, der er lange forgrenede 
kæder af glukose. Glykogen er den form hvorpå dyr lagrer kulhydrat. Udover at være et lager for 
energi benyttes polysaccharider til byggemateriale til strukturer der beskytter cellerne eller endda 
hele organismen. 
Figur 14: Her ses monosacchariden 
glukose C6H12O6. Som det ses af den 
lineære strukturformel er glukose en 
aldose. 
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Et kulhydrat molekyle består af et carbonskelet med fra tre til syv carbon-atomer. Kulhydrater med 
seks carbon-atomer kaldes hexoser. Tilsvarende kaldes kulhydrater med fem carbon-atomer 
pentoser osv. På kulhydrat molekylet er der også en carbonylgruppe og indtil flere hydroxylgrupper. 
Alt afhængig af hvor carbonylgruppe sidder, betegner man kulhydratet en aldose eller ketose. 
Sidder carbonylgruppen i enden af carbonskelettet er det en aldose. Er carbonylgruppen placeret et 
andet sted er det en ketose.  
 
Figur 15: Figuren viser disacchariden maltose 
C12H22O11, der er dannet af to glukose molekyler under 
fjernelse af H2O. 
 
 
Figur 16: Figuren viser polysacchariden glykogen. Hver af alle 
de små sekskanter repræsenterer et glukose molekyle. Figuren 
viser kun et lille udsnit af et glykogen molekyle, der kan have op 
til flere tusinde glukose molekyler indbygget i sin forgrenede 
struktur [Campell et al. 2005] 
NMR & Indholdsstoffer i Crustacean  Det Naturvidenskabelige Basisstudium 2. Semester 
 
Side 23 af 84 
Som allerede skrevet bruges monosaccharider som energi til cellerne og som byggeklodser til 
aminosyrer og fedtsyrer. Derudover bruges polysaccharider til beskyttelse og struktur af cellerne og 
som lager af energi. Derfor vil det være sandsynligt, at vi kan finde kulhydrater i vores Artemia 
cyster og copepod æg og på deres NMR-spektre. 
7.1 Kulhydrater i copepod 
Den største bestanddel af kulhydrater i copepoder er glycerol, glukose og fruktose, og der er fundet 
spor af fucitol, arabital, trehalose og manitol [Montiel, 1997]. Dette kan ses på figur 17, hvor 
koncentrationen af kulhydraterne står skrevet på y-aksen, og de forskellige kulhydrater på x-aksen. 
Dette er for copepod arten Pseudoboeckella poppei, hvor der er set på koncentrationerne af 
kulhydrater gennem tre årstider.  
 
Figur 17: Koncentrationerne for bestemte kulhydrater, i løbet af tre årstider [Montiel, 1997]. 
 
Koncentrationen for glycerol øges både i sommer- og vinterperioden, men koncentrationerne er 
nogenlunde stabile for de andre kulhydrater.  
7.2 Kulhydrater for Artemia 
Af vigtige kulhydrater i Artemia kan nævnes glykogen, samt trehalose, og trehalose indgår 
tilsyneladende i stressproteiner. Trehalose spiller en vigtig rolle når miljøet - som Artemia cysten 
lever i - ændrer sig radikalt, for eksempel ændringer i salinitet, eller udtørring af cysten [Campagna 
et al. 2006]. 
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8 Osmoregulering 
Ved osmose sker en diffusion af vand fra en opløsning med lav ionkoncentration til en med høj 
ionkoncentrationer over en cellemembran. Dette forekommer når to væsker har forskelligt osmotisk 
tryk. Passagen af vand sker via kanalproteiner, der findes i cellemembranen. Dyreceller har ikke 
cellevægge, og svulmer derfor op og brister, ved løbende nettooptag af vand, hvorimod de vil 
skrumpe og tørre ud, hvis cellen har en nettoudskillelse af vand. Der findes to måder hvorpå 
akvariske organismer kan forholde sig til en omgivende salinitet*, enten osmoregulerende eller 
ionreguleringen ved hjælp af Na+K+-ATPasen. Osmoregulerende organismer såsom copepoder 
overlever salinitetsvariationerne ved at opnå samme osmolaritet inden i cellen, som i den 
omgivende væske, dette kan kun lade sig gøre inden for en begrænset variation i saliniteten. 
Hvorimod dyr der lever i miljøer med kraftigt varierende saliniteter, ofte er i stand til at ionregulere, 
idet de overlever ved at kontrollere passagen af både ioner og vand over deres cellemembran. Dette 
er energikrævende, men muliggør deres eksistens under mere ustabile osmotiske forhold 
[Steffensen, 2005]. 
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9 Osmolytter 
Betegnelsen osmolytter bruges for de frie aminosyrer, som visse organismer blandt andet copepoder 
bruger til osmoregulering. Ud fra de ydre miljøforhold reguleres salinitenten i blodet hos 
osmoregulerende dyr, ved hjælp af organiske osmolytter som regulerer volumen og 
ionkoncentration på celleplan. Formålet med regulering er at beskytte cellens mekanismer, som 
kræver et konstant intracellulært miljø. Hos copepodarten Acartia tonsa er ca. 15 til 30 % af 
osmolariteten opretholdt af frie aminosyrer. De frie aminosyrer har udover at være osmolytter også 
en funktion som energireserve, hvis fødetilgængeligheden er for lav, eller saliniteten i det ydre 
miljø falder.  
Forsøg har vist, at energiforbruget hos Acartia tonsa stiger, når saliniteten ændres i forhold til 
dennes naturlige habitat. Ved faldende salinitet, kataboliserer copepoden en del af osmolytterne for 
at opnå en osmolaritet, som passer til de ændrede omgivelser [Rohde et al. 2006]. 
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10 Kernemagnetisk resonans spektroskopi (Nuclear Magnetic Resonance) 
Nuclear Magnetic Resonance (NMR) bruges til at undersøge og klarlægge molekylers struktur, 
samt den rumlige og elektroniske opbygning. NMR er en spektroskopisk metode, som anvender 
atomkernernes magnetiske egenskaber til at få oplysninger om molekylstrukturer. NMR blev 
opdaget for ca. 60 år siden, og siden da har metoden udviklet sig til at være en vigtig 
spektroskopisk metode indenfor biologi, kemi og medicin. Det er dog indenfor de sidste 30 år at 
udviklingen af NMR teknikker har taget fart [Christoffersen, 1998]. 
Der findes flere former for NMR, blandt andet 1H NMR* og 13C NMR*. Vi vil dog koncentrere os 
om 
1H NMR, også kaldet proton-NMR, da det er denne form for NMR vi anvender til 
undersøgelserne af Artemia cyster og copepod æg.  
For at kunne få et resultat der er til at aflæse og tolke, skal koncentrationen af hvad man gerne vil 
måle på være minimum ca. 100 nM. Dette kan i vores tilfælde blive en smule kritisk, da æggene vi 
måler på er meget små, og jævnfør Drillet et al. (2007, unpublished) er den samlede koncentration 
af frie aminosyrer på 51 nM. Artiklen, hvor denne koncentration på 51 nM er angivet, er 
upubliceret, og vi har først fået kendskab til denne koncentration sidst i projektforløbet. 
I dette afsnit vil vi give en kort introduktion til teorien bag NMR, for at kunne forsvare vores valg af 
denne metode, til undersøgelse af copepod æg og Artemia cyster. 
10.1 Kernens spin 
En kerne kan have forskellige magnetiske egenskaber, og det er netop dette man udnytter i 
forbindelse med NMR. En kerne besidder tre fundamentale egenskaber; massen givet ved m,  
ladningen givet ved q, og et spin givet ved I. Dette spin kan opfattes som en stangmagnet, og 
antallet af det højest mulige spin tilstande er givet ved 2I + 1. Dog er det ikke alle kerner, som har et 
spin. 
For eksempel er spintilstanden for 1H-kerner I = ½, og generelt er I = ½ for de hyppigste isotoper. 
Disse spin, eller deres magnetfelt, beskrives ofte som vektorer. Vektorens størrelse og retning 
beskriver størrelse og retning på magnetiseringen. Spinenes magnetvektorer ligger, ved ligevægt, i 
samme retning som det ydre magnetfelt, B0. Hvis disse spin påvirkes vil de blive bragt ud af 
ligevægt, og dette kan gøres ved at sende en elektromagnetisk bølge ind i systemet. Spinvektorens 
position vil da blive bestemt af den elektromagnetiske bølges størrelse og retning, dog under den 
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forudsætning at magnetfeltet fra den elektromagnetiske bølge, B1, er større end det ydre magnetfelt, 
B0 [Akitt et al. 2000; Christoffersen, 1998]. 
10.2 Kernen i et magnetfelt 
I et magnetfelt bliver kernen splittet op i forskellige energitilstande, det vil sige at den exiteres, og 
for eksempel vil 1H-kerner stille sig enten parallelt (lav energitilstand) eller antiparallelt (høj 
energitilstand) med magnetfeltet. Energiforskellen mellem disse stadier er givet ved 
, hvor h er plancks konstant, og γ er den såkaldte gyromagnetiske konstant, som er 
forskellig fra kerne til kerne; energiforskellen vokser med magnetfeltets styrke, B. 
Denne opsplitning af kernen kan måles ved absorption eller udsendelse af en elektromagnetisk 
bølge med samme frekvens som den, der blev sendt ind i prøven, og dette forekommer når 
tilstanden af energi ændres, det vil sige når den relaxerer.  
 
Opsplitningerne, også kaldet for multipliciteten, forkortes og navngives som vist på figur 18 og de 
kan blandt andet forekomme i de viste forbindelser, som også ses på figur 18. 
 
Signaler med mere end 5 signaler kaldes multipletter, og disse kan for eksempel også være en 
overlappende dublet og triplet [Rule et al. 2006; Akitt et al. 2000; Christoffersen, 1998]. 
Figur 18: Udsnit af dele fra NMR-spektre, samt navngivning 
og forkortelser af signaltoppe [Christoffersen, 1998]. 
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10.3 Kemisk skift 
Hvis man udsætter en prøve af et stof, for et magnetfelt, vil feltet, som atomkernerne registrerer, 
være forskelligt alt efter deres kemiske omgivelser. Dette skyldes at elektronerne omkring kernen 
delvis afskærmer for magnetfeltet, og at der er forskellige elektrontætheder omkring de forskellige 
kerner. Ikke-identiske 1H-kerner vil altså i organiske kemiske forbindelser absorbere energi ved 
forskellige feltstyrker, og derved komme til udtryk ved forskellige kemiske skift set i forhold til 
referenceforbindelsen. Skiftet for referenceforbindelsen skal helst vise sig som en enkelt 
absorptionslinje ekstremt highfield - det vil sige omkring 0,0 - i spektret, for ikke at give udslag 
”oveni” de andre udslag. 
Det kemiske skift varierer relativt forudsigeligt med de kemiske omgivelser, og derfor kan NMR-
spektret give informationer om hvilken kemisk forbindelse, der er tale om.  
Koblinger mellem protoner er også et vigtigt hjælpemiddel ved strukturopklaring. Størrelsen på 
koblingerne varierer med hvilke grupper der kobler og hvordan grupperne sidder i forhold til 
hinanden. Koblingsmønsteret for et signal angiver antallet af protoner i nabogruppen, og den 
samlede intensitet, det vil sige integralet, af signalerne angiver antallet af protoner i selve gruppen 
[Christoffersen, 1998; Akitt et al. 2000]. 
Man måler koblinger ved at tage afstanden i Hertz (hz) mellem de enkelte signaler i multipletten, og 
dette kan ses på figur 19. 
Figur 19: Måling af koblinger [Christoffersen, 1998]. 
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10.4 Solvent 
Solventet er opløsningsmidlet, man bruger, når man måler på sin ukendte forbindelse, og som regel 
er der mere solvent i selve NMR-røret end selve forbindelsen man måler på. For at undgå et alt for 
kraftigt signal fra protonerne i solventet bruger man deuterede solventer, og hyppigt anvendte 
solventer er deuteret chloroform (CDCl3), dichlormethan (CD2Cl2), dimethylsulfoxid (DMSO-d6) 
og deuteriumoxid (tungtvand, D2O). Dog vil der næsten altid være et lille signal fra protonerne i 
solventet, da 100 % deuterede solventer er dyre [Christoffersen, 1998]. 
I forbindelse med vores brug af NMR anvendes der D2O som solvent. D2O er vand, som indeholder 
betydeligt mere deuterium*, det vil sige 2H-atomer, end almindelige hydrogenatomer. 
Når man anvender D2O er der dog nogle molekyl-grupper man ikke ser på et spektrum, og dette kan 
være NH- eller OH-grupper.  
Normalt ville signalet for D2O ligge omkring 4,7 ppm, men denne værdi for det kemiske skift for 
D2O-signalet, kan ændre sig på grund af pH'en i opløsningen. Derfor kan man ikke med sikkerhed 
fastslå, at et signal ved 4,7 ppm er signalet for D2O. 
Ved brug af 1H NMR* spektroskopi på prøver af biologisk art, kan der opstå et problem med 
signalet fra solventet, som i dette tilfælde er D2O. Intensiteten og bredden af dette signal kan 
overskygge visse dele af spektret, sandsynligvis på grund af løsgående protoner, da der jo er tale om 
en biologisk prøve. Denne forbredning af solventsignalet, også kaldet vandsignalet, medfører, at 
man ikke kan se dele af spektret for den forbindelse man undersøger. Derudover kan et andet 
problem opstå, ved brug af NMR spektroskopi på biologiske prøver. Forbindelser af lavmolekylær 
art kan binde sig til makromolekyler og membraner, og dette kan resultere i nedsat molekyl-
bevægelse, og dermed nedsat mulighed for at kunne identificere den ukendte forbindelse, som man 
undersøger [Nissen, 1997] 
10.5 Sammenfatning 
NMR kan anvendes til identifikation af organiske molekyler og deres struktur ud fra spektrets 
information om antal af signaler og disse signalers kemiske skift, form, koblingsmønstre og 
intensiteter. De kemiske skift giver information om typen af de nærmeste atomer, og intensiteterne 
oplyser om, hvor mange protoner der er i hver gruppe, og til sidst angiver koblingsmønstret antallet 
af naboprotoner [Christoffersen, 1998].  
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10.6 Nuclear Magnetic Resonance – en ny metode? 
Som det vil blive beskrevet under afsnittet om HPLC, er HPLC den mest anvendte metode til 
identifikation af indhold af næringsstoffer.  
Trods dette bliver NMR dog også anvendt til undersøgelser af biologiske og biokemiske 
problemstillinger i forskellige sammenhænge, selvom der kan opstå visse ulemper, ved brug af 
NMR, som man bør tage i betragtning. Dette kunne for eksempel være koncentrationen af den 
undersøgte forbindelse – især hvis denne er ukendt, samt problemer med solventsignalet. Til trods 
for dette er NMR dog anvendelig i mange aspekter, også biologiske. 
Vi vil her komme med nogle eksempler på anvendelse af NMR i biologisk sammenhæng. 
I Albers et al. (2005) er NMR blevet brugt til indledende forsøg i undersøgelsen af 
antifryseproteiner i ålekvabben Zoarces viviparus. De indledende NMR-forsøg blev anvendt til at 
undersøge amiders udvekslingsrater og proteinets termiske stabilitet. Her har NMR været et godt 
redskab, men koncentrationerne af de målte stoffer i Albers et al. (2005) har også været betydeligt 
større, end de koncentrationer vi opererer med i undersøgelsen af de organiske indholdsstoffer i 
copepod æg og Artemia cyster. 
Et andet eksempel på brug af NMR på biologiske prøver ser vi hos Kinsey et al. (2003), hvor man 
ved hjælp af NMR, har undersøgt effekten af hurtig salinitetsændring på arginin-kinase hos den blå 
krabbe Callinectes sapidus. 
Informationen fra disse eksempler viser at NMR kan være et ganske udmærket redskab til 
biologiske og biokemiske undersøgelser.
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11 High Performance Liquid Chromatography 
High Performance Liquid Chromatography (HPLC) betyder væskekromatografi. 
Væskekromatografi er en metode, som anvendes til adskillelse af forskellige stoffer i en væske, 
samt til at måle deres koncentrationer. Denne metode er den mest anvendte til identifikation af 
komponenter i den væske. HPLC anses samtidige også som den mest pålidelige metode.  
En prøve af stoffet injiceres i et rør, der leder prøven til mobilfasen (en væske), der så transporteres 
igennem den stationære fase (en kolonne), hvorved de forskellige stoffer separeres fra hinanden. 
Det er i kolonnen at selve stofseparationen sker ved hjælp af forskellige metoder. Ved at ændre i 
materialet i den stationære og den mobile fase kan man designe forskellige separationssystemer alt 
efter hvilke stoffer man laver en HPLC på.  
For enden af kolonnen sidder en detektor som analyserer prøven. Detektoren analyserer prøven ved 
hjælp af forskellige metoder, alt efter hvilken koncentration prøven er. Af forskellige metoder til 
analysering af prøven, kan blandt andet nævnes optiske og elektrisk metoder. Resultaterne sendes 
igennem en plotter og udskrives på et kromatogram. [Goyal, 2001] 
 
 
Figur 20: Her ses hvordan HPLC fungerer i praksis. Prøven sendes igennem systemet, og ender med at blive 
plottet ud som kromatogram.  
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12 Copepod æg 
I dette afsnit vil der kort blive gennemgået om copepoder generelt samt morfologien af disses æg.  
 
Kilden til følgende klassifikation er Mauchline, 1998.  
Klassifikation: 
Rige: Dyreriget 
Phylum: Arthropoda 
Subphylum: Crustacea 
Klasse: Branchiopoda 
Underklasse: Copepoda  
Orden: Calanoida 
Superfamilie: Centropagoidea 
Familie: Acartiidae 
Genus: Acartia 
Art: Acartia tonsa  
 
Acartia tonsa lægger sine æg i vandsøjlen. Efter æggene har forladt hunnen er de ofte aflange eller 
pæreformede, og klæber sig til hinanden, og efter et par minutter separeres de og bliver runde. 
Ved 15 °C er produktion af æg pr. hun 17-50 æg dagligt. Grunden til variationen af æg, er at der er 
mange forskellige faktorer som spiller ind på ægproduktionen, heriblandt tilgængeligheden af føde, 
samt kvaliteten af denne [Mauchline, 1998].  
Der findes to forskellige slags æg; substane-* og hvileæg*. Inden for hvileæg findes der to 
forskellige slags; diapause* og quiescent*. I disse æg er metabolismen så lille, at den er svær at 
måle. Forskellen på disse to æg er, at quiescent æg reagerer øjeblikkeligt på begrænsende faktorer 
såsom temperatur eller oxygenkoncentrationer, og forbliver i hvile indtil forholdende ikke længere 
er begrænsende. Diapause æg har derimod en udviklingsstopmekanisme, og klækker ikke selv 
under gode forhold. Dette kan ses som et mere organiseret ophold i udviklingen. Varigheden af 
dette ophold kan varierer inden for arterne og kan ændres af ydre faktorer, som for eksempel 
temperaturen [Nielsen, 2005]. Diapause æggene er så robuste, at de kan overleve passage gennem 
en prædators fordøjelsessystem [Elmedal et al. 2003]. Ægklækningstiden for Acartia tonsa æg er 
ved 20 °C 24 til 48 timer, hvis der er tale om substane æg [Mauchline, 1998]. I henhold til 
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årstidsvariationen mener man, at produktionen af hvileæg sættes ind et par måneder før at 
copepoderne forsvinder fra vandsøjlen*. Dette kan skyldes, at æggene således vil ligge klar til 
miljøforholdet er forbedret [Rohde et al. 2006]. 
Copepoder findes normalt i saliniteter fra 5 til 30 ‰ og er tolerant overfor store salinitetsændringer, 
hvilket er en fordel, eftersom at salinitetsændringer i eustarine*-, marine og kystområde, hvor 
copepoder lever, kan forekomme. Acartia tonsa har ved 17 ˚C samme overlevelsesrate i saltvand 
med en promille fra 11 til 36. Det er saltindhold og temperaturens interaktioner, der kontrollerer 
distributionen af copepoder i eustarine-, marine og kystområde. Copepoder er i stand til at overleve 
saliniteter langt højere end hvad den oplever i dens naturlige habitat. Undersøgelser har vist at 
Acartia tonsa kan tåle saliniteter på op til 72 ‰ og minimum på 1 ‰, mens andre undersøgelser har 
vist en tolerance grænse på 0 til 52 ‰ [Elmedal et al. 2003]. 
12.1 Morfologi af copepod æg 
De fleste copepoder gennemgår en diapause fase i deres ægstadium. Forskellen mellem hvileæg og 
substane æg ses i deres membranstruktur, hvor hvileæg har en tykkere flercellet skal, hvorimod de 
substane æg har en tynd, enkelcellede skal. Den tykkere membran hos hvileæg gør at æggene er 
resistente mod stress faktorer, såsom lav temperatur. 
Tykkelsen af membranen hos de substane æg er vurderet til 5µm, hvor hos hvileæggene tykkelsen 
af membranen er cirka 10µm [Nielsen, 2005]. 
 
 
Figur 21: Billede A viser et glat substant æg. Billede B viser et substan æg med korte pigge. Billede C viser et 
hvileæg (diapause) [Rohde et al. 2006]. 
12.1.1 Acartia tonsa æg 
Følgende afsnit bygger på en undersøgelse af Castro-Longoria om den ydre morfologi hos substane- 
og hvileæg hos Acartia arter. 
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Acartia tonsa producerer to morfologisk forskellige typer af æg. Jævne æg, som har en diameter på 
76,5 µm, og har korte pigge med en højde op til 4,8 µm, med en gennemsnitlig klækningsrate på 
88,6 % indenfor 24 timer, hvilket vil sige at de menes at være substane. 
Den anden type af æg har en diameter på 70,8µm uden pigge. I undersøgelsen af Castro-Longoria 
klækkende æggene ikke i løbet af en 90 dags periode, hvilket tyder på at der er tale om hvile æg. 
Betydningen af de morfologiske forskelle hos Acartia tonsa æg er endnu uklar [Rohde et al. 2006]. 
I dette afsnit vil der kort blive gennemgået om Artemia generelt; morfologi af cyster, beskrivelse af 
livscyklus, og en kort gennemgang af dekapsulering.
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13 Artemia 
I dette afsnit vil der kort blive gennemgået om Artemia generelt samt morfologien af disses æg og 
dekapsuleringen.  
 
Kilden til følgende klassifikation er Hickman et al. 2006; Vos, 1979.  
Klassifikation: 
Rige: Dyreriget 
Phylum: Crustacea 
Klasse: Branchiopoda 
Orden: Anostraca 
Familie: Artemidae  
Genus: Artemia 
 
Artemia er et lille fritsvømmende krebsdyr som lever i saltsøer, hvilket er søer med en saltkoncen-
tration på ca. 3 %. Saltsøer findes i de tropiske og subtropiske dele af verden. På nuværende tids-
punkt er der fundet Artemia i mere end 500 saltsøer verden over. Den optimale temperatur for Ar-
temia er 20-25 ºC, alt afhængig af hvorfra de er i verden. Hannerne er ca. 10-12 mm lange, hvor-
imod hunnerne er ca. 8-10 mm. De er begge ca. 4  millimeter brede. Selv om Artemia er et krebsdyr 
har de ikke noget rygskjold. I stedet for har de et exoskelet bestående af en 0,3-1,0 micrometer tyk 
beskyttende hinde, kaldet cuticula. Hver gang Artemia gennemgår en udviklingsfase sker det et 
hamskifte, hvorved det gamle cuticula smides og et nyt opstår. I nauplii stadiet er den nyudklække-
de nauplius kun ca. 400-500 micrometer lang. En voksen Artemia kan leve i månedsvis og kan læg-
ge op mod 300 æg hver 4. dag [Støttrup et al. 2003; Abatzopoulos et al. 2002]. 
13.1 Morforlogi af Artemia Cyster 
En Artemia cyste* er 200 micrometer lang, og har en gulbrun farve. Cystens skal består af tre lag; 
det yderste lag - alveolar layer, et midterlag - ydre cuticula membran, og det inderste lag - 
embryonisk cuticula. Dette kan ses på figur 22. 
 
NMR & Indholdsstoffer i Crustacean  Det Naturvidenskabelige Basisstudium 2. Semester 
 
Side 42 af 84 
Alveolar layer er et hårdt lag der består af proteiner, kaldet lipoproteiner*, som er en kompleks 
forbindelse bestående af fedtstoffer og proteiner. Lipoproteinerne er imprægneret med chitin*, et 
polysaccharid, der er sammensat af lange kæder af N-acetylglukosamin, og hæmatin*, som er et 
nedbrydningsprodukt af hæmoglobin*. Ideen med den yderste skal er, at yde beskyttelse mod fysisk 
skade og solens ultraviolette stråler. 
 
Den ydre cuticula membran fungerer som en gennemtrængelig membran der kan filtrere 
molekyler fra, som eksempelvis molekyler på størrelse med CO2, ca. 2.46 Å, eller større endnu. Å er 
en enhed der svarer til 10-10  meter. 
 
Embryonisk cuticula er et elastisk lag, som har en høj tæthed overfor ikke-fordampelige stoffer, 
altså faste stoffer. 
 
Inderst inde i cysten ligger embryonet. Så længe cysten er i diapause bliver embryonet beskyttet af 
de tre lag, og er i fuldstændig hvile. Hvis vandindholdet i cysten holder sig under 10% sker der 
ingen metabolisme i cysten, og den kan derved holde sig i lange perioder. Hvis der skulle være tvivl 
om hvorvidt man har fat i en dehydreret cyste, kan man kontrollere det ved at kigge på det under et 
mikroskop. Stiger vandindholdet derimod til over 10% begynder metabolismen inde i cysten, og 
dette kan have effekt på evnen til at overleve. Hvis cysterne samtidig bliver udsat for oxygen og 
UV-stråling resulterer det i dannelsen af frie radikaler inde i cysterne, der ødelægger bestemte 
enzymatiske systemer, hvilket medfører at levedygtigheden nedsættes markant [Støttrup et al. 
2003]. 
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Figur 22: Til venstre ses et tværsnit af de tre lag der tilsammen udgør skallen i en cyste. Til højre ses et tværsnit 
af en Artemia cyste, læg specielt mærke til hvor synligt det aveolar layer er [Abatzopoulos et al. 2002; Stappen, 
1996] 
13.2 Dekapsulerede cyster 
Problemet med at opdyrke Artemia som foder er, at når de klækker fra cysterne efterlader de 
cysteskallerne, og de har skadelig indvirkning på fiskelarven, hvis de indtages. Cysteskallen kan 
sætte sig fast i fiskelarvens tarm, og have en dødelig virkning på grund af forstoppelse. 
En anden grund til dekapsulering er, at cyster er et godt foder til nogle fiskearters larver. Derfor 
dekapsulerer man i nogle henseender cysterne, hvilket vil sige, at man fjerner den yderste skal af 
cysten, altså det alveolare layer. Klækningsraten forøges også da embryonet ikke skal kæmpe sig 
igennem en så tyk membran, og endvidere kan de uklækkede cyster stadig bruges som foder. 
Dekapsulerede cyster indeholder også større energi end nauplii, da de ikke mister energi på at bryde 
ud gennem de to sidste lag af skallen, som nauplii vil have gjort.  
Hygiejniske grunde spiller også ind, da dekapsulering resulterer i 100 % desinficerede cyster, på 
grund af den metode der bruges til dekapsuleringen. 
Der er dog en stor ulempe ved dekapsulerede cyster, der gør, at de aldrig vil blive noget stort 
foderemne. De er ikke bevægelige og derfor ikke så tiltrækkende på fiskelarverne. Cysterne vil 
falde ned på bunden, og da fiskelarver søger føde i de øvre vandlag, er det kun dyr der søger føde 
ved bunden, der vil få glæde af dem. 
Der findes metoder til at fjerne cysteskallerne fra de tanke hvor man klækker Artemia nauplii, den 
er dog ikke helt effektiv. Der skal ikke herske nogen tvivl om, at Artemia nauplii er det totalt 
dominerende valg som foderemne, og cyster kun bliver brugt hos få arter så som karper, maller og 
rejer [Støttrup et al. 2003; Léger et al. 1986].
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14 Resultater 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figur 24: NMR-spektrum for Artemia cyster efter de er 
taget af køl, dekapsuleret og vasket. Prøven er kørt d. 
18/4-07. 
 
Figur 23: NMR-spektrum viser Artemia prøven fra d. 
18/4-07 efter den har stået ved - 18 grader celsius i 17,5 
timer. Prøven er kørt d. 19/4-07. 
 
Figur 25: NMR-spektret for en Artemia prøve fra d. 18/4-
07, der har stået ved stuetemperatur i 17,5 timer. Prøven 
er kørt d. 19/4-07. 
 
 
Figur 26: NMR-spektret for en Artemia prøve fra d. 18/4-
07, der har stået ved 15 grader celsius i 18,5 timer. Prøven 
er kørt d. 19/4-07.  
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Figur 29: NMR-spektrum for Artemia cyster, der har stået 
ved stuetemperatur med ilt i 18,83 timer. Prøven er fra d. 
19/4-07. 
 
Figur 27: NMR-spektrum for væsken fra de sprængte 
Artemia cyster. Hver opmærksom på den ændrede x-akse. 
 
Figur 30: NMR-spektrum for væsken fra de sprængte 
Artemia cyster. Hver igen opmærksom på x-aksen. 
 
Figur 31: NMR-spektrum for samme copepod-prøve som 
figur 33. Målingerne er her kørt en time senere. 
 
Figur 28: NMR-spektret for væsken fra de sprængte 
Artemia cyster. Her er der zoomet ind på afsnittet 3,3 - 3,9. 
 
Figur 32: NMR-spektrum for copepod, der har stået i 24 
timer med ilt ved stuetemperatur. 
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Figur 33: NMR-spektrum for copepod kørt umiddelbart 
efter æggene er blevet taget af køl og renset. 
Figur 34: Spektre over nedfrosset Artemia cyster med nitrogen. 
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15 Analyse 
Gennem forsøg med NMR måling af vores Artemia cyster og copepod æg har vi fået nogle 
acceptable NMR-spektre i forhold til, hvad vi kunne forvente. De data vi har fået fra vores målinger 
på Artemia cysterne, der blev sprængt ved hjælp af nedkøling i flydende nitrogen, har vist sig at 
være bedre end forventet. Spektret blev mere detaljeret med flere tydelige kemiske skift, hvilket 
blandt andet bekræftede vores antagelse af, at D-trehalose var tilstede. Samtidig kunne det også 
afkræftes, at der kunne ses oliesyre, som vi på de tidligere spektre mente at kunne se. 
 
Ved analyse af vores spektre foretog vi først en overordnet sammenligning af toppene og kemiske 
skift for vores spektre med spektrene for fedtsyrer og kulhydrater. 
Fedtsyrer kendetegnes generelt ved, at de har toppe i starten af spektret, ved ca. 0,8 - 3,0 og igen i 
slutningen af spektret ved ca. 5,0 - 5,5 ppm. Kulhydrater har derimod generelt toppe i midten af 
spektret ved ca. 3,0 – 4,0 ppm og igen i slutningen af spektret ved ca. 5,0 – 5,5 ppm. Dette er 
illustreret på figur 35. 
Såfremt den overordnede sammenligning har givet nogle fornuftige indikationer om, at der er 
kulhydrater eller fedtsyrer tilstede, går vi mere i detaljer med de enkelte kulhydrater og fedtsyrer. 
De kemiske skift og intensiteten af toppene undersøges nærmere i forhold til, om de passer med 
vores spektre. 
Figur 23: Spektrum over Artemia cyster. 
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15.1 Copepoder 
Vores resultater for vores målinger med Acartia tonsa æg ses på NMR-spektret på figur 34. Som 
det ses på spektret ligger der toppe mellem 0,370 og 3,917. Til gengæld er spektret i intervallet 4,0-
6,0 overskygget af vandsignalet, hvilket resulterer i at eventuelle toppe der måtte være, ikke vil 
kunne bestemmes. Da både kulhydrater og fedtsyrer generelt har toppe i intervallet 5,0-5,5 er det 
ikke muligt, at bestemme med sikkerhed om det enkelte kulhydrat eller den enkelte fedtsyre er 
tilstede.  
På trods af vandsignalet mener vi, at have fundet indikationer på, at have fundet en fedtsyre - 
oliesyre.  
Sammenlignes de kemiske skift for oliesyre med vores kemiske skift ses det, at de tilnærmelsesvis 
passer. Oliesyres kemiske skift ved 0,882 kan være det kemiske skift, vi har ved 0,933. Differencen 
mellem de to skift er på 0,051, hvilket er acceptabelt. Herefter har oliesyrer en top inden for 1,45-
1,23 der har en kraftigere intensitet end toppen ved 0,882 på vores spektrum, figur 34. Dette passer 
med vores spektre, den har en top i 1,253 som er større end toppen i 0,933. De følgende toppe 
passer på samme måde i intensitet og med en lille difference. Det eneste kemiske skift, der ikke 
stemmer overens med vores antagelser er skiftet ved 1,63. På vores spektre er det meget svært at få 
øje på, at der skulle ligge nogen top her. Dog er toppen ved 1,63 på spektret for oliesyre også en 
mindre top, så den kan måske være der. Det er heller ikke til at bestemme om de kemiske skift for 
 
Figur 24: Spektrum for Acartia tonsa, som blev kørt umiddelbart 
efter rensningen. Som det ses er vandsignalet ikke blevet undertrykt 
godt nok og er derfor meget stort. Det kemiske skift ved 0,00 er vores 
reference. 
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oliesyre ved 5,33 og 5,35 er tilstede på grund af vandsignalet. Det kemiske skift ved 11,0 for 
oliesyre er så svagt, at det ikke ville være til at bestemme på vores spektrum for Acartia tonsa. 
 
Det har ikke været muligt at identificere kulhydrater ud fra vores spektrum for Acartia tonsa. I 
intervallet 3,0 - 4,0 er der kun en enkelt klar top i 3,274 og nogle andre svage toppe. Og eventuelle 
toppe i intervallet 5,0 – 5,5 er igen overskygget af vandsignalet.  
Koncentrationen af frie aminosyrer har været for lav til at give udslag på vores spektre. 
For at bestemme om der ville ske en ændring i koncentrationerne af fedtsyrer og kulhydrater i 
æggene, stod en prøve til iltning i 24 timer ved stuetemperatur for at lade æggene udvikle sig. Figur 
36 viser spektret. Sammenligner man de to spektre for copepod ses det, at de er meget ens. Det ses 
dog, at signalet for vores referencestof er blevet meget større. Dette kan skyldes, at der var cirka 
halvt så mange æg i prøven der stod til iltning i forhold til den første prøve. Det kan derfor også 
være vanskeligt, at bestemme om koncentrationerne af fedtsyrer og kulhydrater har ændret sig. 
Figur 25: NMR-spektrum for oliesyrer. Oliesyrer kemiske skifts er 
11,0; 5,35; 5,33; 2,331; 2,00; 1,63; 1,45-1,23; 0,882. Det kemiske skift 
ved 11,0 er ikke taget med, da dette signal er så svagt, at det ikke vil 
kunne ses på vores spektre alligevel [SDBS Info]. 
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15.2 Artemia 
Vores resultater for vores måling med Artemia, ses på figur 37. Som det kan ses er vandsignalet 
godt undertrykt, og derfor kan de toppe, der ved copepoderne var skjult, ses for Artemia. Derudover 
er toppene generelt pænere på spektret for Artemia end for copepoderne. 
Figur 26: NMR-spektrum for Acartia tonsa, der har stået til iltning i 
24 timer ved stuetemperatur. Ved sammenligning med figur 32 ses 
det, at de stort set er ens. 
 
Figur 27: NMR-spektrum for Artemia umiddelbart efter 
dekapsuleringen. Som det ses er vandsignalet blevet godt 
undertrykt. 
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Hos Artemia cyster mener vi at have fundet D-trehalose (C12H22O11), da den ud over at ligge inden 
for de afgrænsede værdier (3,0-4,0 og 5,0-5,5), også har nogle kemiske skift, der ligner dem fra 
vores spektrum. Intensiteterne for trehalose passer også med vores spektrum for Artemia. Kaskaden 
af signaler ligger mellem 3 og 4 har en tiltagende intensitet, som stemmer fint overens med Artemia 
spektret. 
 
Det ser også ud til, at oliesyre er at finde på spektret for Artemia, men forsøget med målingen på 
væsken inde i cysterne bekræfter ikke tilstedeværelsen af oliesyre. Dette beskrives senere. 
Aminosyren glycin kan muligvis være at finde på spektret. Glycin har kun et kemisk skift i 3,567 og 
kan derfor nemt passes ind i vores spektrum for Artemia. Det er dog sandsynligt, at det er signaler 
fra kulhydraterne i det område, overskygger det eventuelle signal fra glycin. Derfor kan vi ikke med 
sikkerhed påvise, at glycin er tilstede. 
Det har ikke været muligt, at bestemme andre specifikke aminosyrer, fedtsyrer eller kulhydrater. 
Dog ses det tydeligt, at der er store udslag i områderne hvor fedtsyrer og kulhydrater har deres 
toppe. 
For at bestemme om koncentrationerne af aminosyrer, fedtsyrer og kulhydrater har ændret sig, har 
en prøve med Artemia cyster i lighed med copepoderne stået til iltning ved stuetemperatur. Artemia 
prøven stod til iltning i 18 timer og 50 minutter. 
Figur 28: NMR-spekrum for D-trehalose. D-trehalose har følgende 
kemiske skift: 4,881; 4,79; 4,79; 4,63; 4,39; 3,646; 3,58 – 3,53; 3,47; 
3,242; 3,138 [SDBS Info]. 
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Som det ses på figur 39 er der ikke nogen synlig ændring af koncentrationerne. De to Artemia 
spektre er stort set ens, bortset fra, at vandsignalet her ikke er blevet undertrykt lige så godt. 
 
For at bekræfte, at der kun måles på de ikke-bundne molekyler i Artemia cysterne, udførte vi et 
andet forsøg. I dette forsøg blev cysterne frosset ned med flydende nitrogen således, at membranen 
sprang, og vi kunne derfor trække indholdet i cysterne ud, og måle på det. Dette var ikke muligt at 
gøre for copepod æg, da vi ikke havde flere copepod æg til rådighed. Dertil skal der også siges, at 
det nok ikke ville være muligt at få trukket nok indholdsstoffer ud af copepod æggene i forhold til 
hvor meget NMR-maskinen skal bruge, for at kunne give brugbare resultater. 
Resultaterne fra de nedfrosne Artemia kan ses på figur 40. Som det kan ses er spektrene blevet langt 
bedre, og det har gjort at vi kan bekræfte tilstedeværelsen af D-trehalose. Endvidere kunne 
spektrene bruges til at fastslå, at oliesyre ikke var tilstede. 
Figur 29: NMR-spektret for Artemia cyster, der efter 
dekapsuleringen har stået til iltning i godt 19 timer ved 
stuetemperatur. Vandsignalet på dette spektrum er ikke så godt 
undertrykt som på det første Artemia spektrum, figur 37. 
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Figur 30: Spektre for nedfrossede Artemia cyster 
 
Gennem analyse af disse spektre har vi fået en indikation af, at der er kulhydrater og fedtsyrer 
tilstede. Vi har dog ikke fundet afgørende spor på, at der skulle være frie aminosyrer tilstede selv 
om vi gennem teorien ved, at de frie aminosyrer er der. Der har selvfølgelig været indikationer, men 
vores spektre har ikke været detaljerede nok til, at vi kunne bestemme specifikke aminosyrer. 
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16 Diskussion 
Brugbarheden af NMR, som metode til at identificere organiske ikke-bundne indholdsstoffer i 
Artemia cyster og copepod æg, kan ses på forskellige måder.  
NMR kan måle koncentrationer ned til ca. 100 nM, hvilket er relativt højt i forhold til de 
koncentrationer, der findes i copepod æg og Artemia cyster.  
En undersøgelse af antifryseproteiner i ålekvabber viser, at NMR kan anvendes til bestemmelse af 
aminosyrer i prøver af biologisk art [Albers et al. 2005]. Dog har koncentrationen af aminosyrer i 
forsøget i denne undersøgelse sandsynligvis været større end koncentrationen af frie aminosyrer i 
Artemia cyster og copepod æg. Undersøgelsen af antifryseproteiner i ålekvabber har naturligvis 
ansporet os til at fortsætte med at undersøge NMR som værende et alternativ til den mest anvendte 
metode, HPLC, til identifikation af indholdet af næringsstoffer i æg fra mindre krebsdyr, såsom 
copepod æg og Artemia cyster. 
Som det ses på figur 4 afsnit 5.1 er det samlede indhold af frie aminosyrer i copepod æg 51 nM pr. 
individ. I Artemia cyster er det samlede indhold af frie aminosyrer 29,7 nM pr. individ, og dette ses 
i afsnit 5.2 figur 6. Nyere resultater, det vil sige figur 4 afsnit 5.1 [Drillet et al. 2007, unpublished] 
viser, at koncentrationerne af forskellige frie aminosyrer i copepod æg er under minimumskravet i 
forhold til, hvad NMR kan give udslag på. Dette havde vi ikke kendskab til, da vi byggede vores 
projekt op, og vi blev først bekendt med disse resultater i slutningen af projektforløbet. Disse nye 
resultater har derimod hjulpet os til at forstå, samt analysere, vores spektre, da vi derfor kan 
udelukke at finde frie aminosyrer i vores analyse af vores spektre.  
Intentionen med at sætte copepod æg op mod Artemia cyster var at vise forskellen i indholdet af 
vigtige næringsstoffer i disse. Jævnfør Drillet et al. (2006) og Ramløv (2002) er det bevist, at 
copepoder indeholder flere gavnlige næringsstoffer end Artemia, og sammenligner man den 
samlede mængde af frie aminosyrer for copepod æg [Drillet et al. 2007, unpublished] og Artemia 
cyster, ser man også, at det samlede indhold af frie aminosyrer i copepod æg er større end det 
samlede indhold af frie aminosyrer i Artemia cyster, nemlig 51 nM pr. individ for copepod æg mod 
29,7 nM pr. individ for Artemia cyster. Ud fra vores tilvejebragte resultater kan det ikke lade sig 
gøre at påvise, at copepod æg indeholder flere vigtige næringsstoffer end Artemia cyster, da vi ikke 
har kunnet identificere frie aminosyrer på vores spektre, samt at vores spektre kun tilnærmelsesvis 
indikerer tilstedeværelsen af fedtsyrer, blandt andet oliesyre. Figur 40, som viser spektret for 
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indholdet i de Artemia cyster, der blev frosset ned med flydende kvælstof, viser ingen tegn på 
tilstedeværelsen af fedtsyrer. 
Figur 38 viser spektret for Artemia cysterne, som indikerer, at der findes kulhydratet D-trehalose, 
hvorimod dette ikke kan ses på figur 34, som viser spektret for copepod æg. Dette kan blandt andet 
skyldes, at vandsignalet overskygger nogle toppe, eftersom vandsignalet ligger ’forkert’ i spektret. 
Dette kan skyldes, at der ikke er taget højde for temperaturen samt pH værdien i de forskellige 
prøver samt, at der er blevet brugt de samme standard data for optagelsen af spektret. Dette har vi 
dog ikke selv kunnet regulere, da vi ikke selv styrede disse data-indstillinger.  
Det overskyggende vandsignal resulterer i, at vores spektre mangler nogle ’peaks’, som kunne have 
været med til at identificere kulhydrater, hvilket skyldes, at signalerne for disse ligger på 
nogenlunde samme sted som for vores vandsignal.  
Ved at sammenligne spektrene på figur 37 og figur 39, som illustrerer indholdet af organiske 
næringsstoffer efter 18-24 timers iltning / udvikling, ses der umiddelbart ikke nogen ændring af 
koncentrationen af organiske ikke-bundne indholdsstoffer. Dog ved vi ud fra afsnit 5.2 figur 8, at 
Artemia cysters indhold af organiske ikke-bundne indholdsstoffer stiger i løbet af cystens udvikling. 
Vi antager, at dette også er gældende for copepoder. Ved at se nærmere på spektrene på figur 34 og 
figur 36 ser det ud til, at koncentrationerne falder. Dette ses ved, at intensiteten af toppene er mindre 
i forhold reference toppen. Hvilket kan skyldes, at der i copepod-prøven, der har stået til iltning, var 
betydeligt færre æg til rådighed end i prøven, der blev kørt umiddelbart efter rensning. Derfor vil 
koncentration af organiske ikke-bundne indholdsstoffer - i prøven der har stået til iltning - være 
mindre i forhold til referencen end i den første copepod prøve. At koncentrationen af organiske 
ikke-bundne indholdsstoffer varierer i forhold til koncentrationen af referencestof resulterer i, at det 
ikke er muligt at bestemme - ud fra vores spektre - om koncentrationerne af de organiske ikke-
bundne indholdsstoffer, stiger eller aftager i løbet af copepod æggenes udvikling.  
Grunden til, at det ikke har været muligt at se ændringer i koncentrationerne af organiske 
indholdsstoffer på spektrene for Artemia kan skyldes, at vi ikke med sikkerhed kan bestemme, hvor 
mange af Artemia cysterne, der egentlig har gennemgået en udvikling. Klækningsforsøgene vi 
udførte på vores Artemia prøver viste, at det ikke var alle cyster der klækkede. Præcist hvornår i 
processen de enkelte Artemia cyster er afgået ved døden, er ikke til at sige. En del kan for eksempel 
være ødelagt allerede under dekapsuleringen. Disse cyster vil derfor forståeligt nok ikke gennemgå 
en udvikling, da de stod til iltning, og vil derfor ikke give nogen ændringer i koncentrationen af 
organiske indholdsstoffer. Andre cyster, eller endda alle hvis ingen cyster blev ødelagt under 
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dekapsuleringen, kan være startet på udviklingen, men senere dø i NMR-rør eller 
opbevaringsglasset på grund af manglende iltning. Ud fra dette kan koncentrationsændringerne 
mellem '18-24 timer iltede Artemia cyster' og 'direkte dekapsulerede Artemia cyster' ikke 
bestemmes ved hjælp af NMR. 
Brugbarheden af NMR er derfor begrænset, hvis man ønsker at undersøge små koncentrationer af 
molekyler, for eksempel i æg fra krebsdyr så som copepoder og Artemia. 
Eftersom at vores resultater ikke har givet nogen mulighed for at bestemme koncentrationerne af de 
fundne indholdsstoffer, har vi gennem litteraturstudiet kunne bestemme dette.  
Som før nævnt er mængden af det samlede indhold af frie aminosyrer pr. individ i copepod æg 
angivet  til at være 51 nM [Drillet et al. 2007, unpublished], hvor der jævnfør vores egne 
beregninger (ud fra gennemsnitsstørrelse af Artemia cyster, samt værdier fra tabel 8) er fundet frem 
til, at den samlede mængde af frie aminosyrer er 29,7 nM pr. individ i Artemia cyster. De frie 
aminosyrer betegnes som osmolytter og benyttes til osmoreguleringen i for eksempel små krebsdyr. 
Som nævnt i afsnit 8 samt 9, benytter akvariske organismer såsom copepod æg og Artemia cyster 
osmoreguleringen til at forholde sig til den omgivende salinitet samt ændringer i denne. Det er 
derfor vigtigt, at copepod æg samt Artemia cyster indeholder en vis mængde frie aminosyrer for at 
overleve salinitetsændringerne.  
Ved at kigge på koncentrationerne af fedtsyrerne DHA samt EPA i copepoder og Artemia, er der 
jævnfør Drillet et al. (2006) fundet større koncentrationer af DHA og EPA i copepod end i Artemia. 
Det er vigtigt for fiskelarven at få tilført DHA via dens kost, eftersom den ikke selv kan syntetisere 
det. DHA er vigtigt for fiskelarvens udvikling, hvilket skyldes, at DHA påvirker hjernes udvikling.  
Det har ikke været muligt at kunne finde forskelle i koncentrationerne af kulhydrater mellem 
copepod æg og Artemia cyster gennem et litteraturstudie, men ud fra Artemia spektret på figur 34 
kan det ses, at Artemia indeholder D-trehalose, hvor det ikke har været muligt at identificere 
kulhydrater på spektrene for copepod.  
Ud fra indholdet af frie aminosyrer samt fedtsyrerne DHA og EPA i afsnit 6.1 og 6.2 kan det ses, at 
copepod indeholder de største mængder af frie aminosyrer samt DHA og EPA. Dette understøtter 
vores indledning, hvor der jævnfør Ramløv (2002) udtrykkes, at copepoder er et bedre foderemne 
end Artemia. Dog indeholder Artemia umiddelbart større mænger D-trehalose end copepod, hvilket 
er en fordel, da trehalose er med til at stabiliserer proteiner og membraner under stressede 
betingelser. Ud fra ovenstående kan det ses, at copepoder generelt indeholder større koncentrationer 
af ”gode” indholdsstoffer end Artemia.  
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Dette kan dog ses med et andet perspektiv. Nu til dags er det nemlig mere økonomisk at bruge 
Artemia end copepoder som foderemne til fiskelarver, eftersom de kan pakkes i større mængder. 
Dette skyldes, at Artemia cysterne er mere anvendelige, da Artemia cysterne kan tørres og derved 
pakkes nemmere sammen i større mængder samt opbevares i længere perioder uden, at det påvirker 
klækningsraten for disse cyster. Copepoder er svære at pakke i store mængder, da disses ikke tørres, 
men bare er i et hvilestadie i æggenes udvikling. Hvileæg kan i naturen opbevares i over 40 år 
[Mauchline, 1998], men det har endnu ikke været muligt at opnå samme resultat i laboratoriet. Her 
kan det ses, at ud fra et økonomisk perspektiv er Artemia et bedre foderemner end copepoder, hvor 
copepoder derimod er et bedre foderemne, set ud fra en kvalitetsmæssig sammenhæng.  
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17 Konklusion 
Vi har undersøgt brugbarheden af NMR til identifikation af organiske ikke-bundne indholdsstoffer i 
copepod æg og Artemia cyster. Vi kan konkludere, at Nuclear Magnetic Resonance ikke kan bruges 
til at identificere organiske ikke-bundne indholdsstoffer i copepod æg (Acartia tonsa æg) og 
Artemia cyster. Dermed vil NMR ikke være et godt alternativ til den hidtil mest anvendte metode, 
HPLC.  
NMR kan bruges som et indledende forsøg, hvor man kan se indikationer på tilstedeværelsen af 
nogle specifikke indholdsstoffer. Metoden kan dog ikke bruges til identifikation af specifikke 
indholdsstoffer, da de forekommende resultater kun er indikationer, og ikke er detaljerede nok. På 
baggrund af vores tilvejebragte spektre kan det konkluderes, at det ikke kan fastslås – ved hjælp af 
NMR - i hvilket omfang at indholdet af frie aminosyrer, fedtsyrer og kulhydrater ændrer sig i 
Artemia cysterne og Acartia tonsa æggene. Derfor forkaster vi vores hypotese. 
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18 Perspektivering 
Efter at have forsøgt at finde frie aminosyrer, fedtsyrer og kulhydrater i Artemia cyster og copepod 
æg ved hjælp af NMR, måtte vi konkludere at det ikke var muligt at finde frie aminosyrer og kun 
meget få specifikke fedtsyrer samt kulhydrater. 
Med de resultater vi har fået, er det svært at se, hvordan NMR skal kunne gøre sig gældende som 
metode til bestemmelse af hvilke frie aminosyrer, fedtsyrer og kulhydrater der er til stede i krebsdyr 
såsom Artemia og copepoder.  
Da NMR som metode ikke kan give resultater af en brugbar kvalitet, har metoden ingen fremtid til 
bestemmelse af indholdet af frie aminosyrer, fedtsyrer samt kulhydrater i Artemia cyster og 
copepod æg. Derfor vil den eksisterende metode HPLC stadig være metoden, hvor de bedste 
resultater fremkommer. 
NMR kan ikke erstatte HPLC som brugbar metode, men kan som før nævnt i rapporten, bruges som 
indledende forsøg. For at NMR kan give flere brugbare resultater, skal der findes flere spektre for 
aminosyrer, fedtsyrer samt kulhydrater ved brug af 1H-NMR.  
Selvom NMR ikke kan bruges til at bestemme det bedste foderemne, er metoden stadig brugbar 
indenfor andre områder såsom indikation af bestemte stoffer.  
 
En stigende interesse for dambrugsindustrien vil resultere i en stigende interesse for at finde det 
bedste foderemne samt det mest økonomiske. Forskere rundt omkring i verden forsker i at gøre 
copepoder mere økonomiske end Artemia, da de menes at være et bedre foderemne. De organiske 
indholdsstoffer i Artemia og copepoder er derfor interessante at bestemme, både ud fra en 
forskningsmæssig synsvinkel - det vil sige deres biokemiske sammensætning - samt et økonomisk 
perspektiv. I dag vælger dambruget de foderemner, der er billigst og dette vil i sidste ende ramme 
den almindelige borger som spiser fisk, eftersom dambrug nu til dags udgør mere end 30% af EU’s 
samlede fiskeproduktion og er stadig stigende. 
NMR & Indholdsstoffer i Crustacean  Det Naturvidenskabelige Basisstudium 2. Semester 
 
Side 64 af 84 
NMR & Indholdsstoffer i Crustacean  Det Naturvidenskabelige Basisstudium 2. Semester 
 
Side 65 af 84 
19 Ordliste 
Ord Ordforklaring 
Chitin Et polysaccharid der er sammensat af lange kæder af N-acetylglukosamin. Oftest genkendt som det ydre skjold hos mange insekter. 
C-NMR 
I C-NMR bruges linjeplacering til at identificere grupper, idet denne metode giver 
et stort chemical shift område. I forhold til ved proton NMR har 13C-NMR et 
område, der er 15 gange større, mens linjerne har nogenlunde samme bredde. Det 
betyder at der bliver en større udbredelse af linjerne 13C-NMR, og dette gør dem 
nemmere at tilegne forskellige grupper. 
Cyste En kapsel, der omgiver hvilestadier, som er inaktive pga. ugunstige forhold f.eks. iltmangel, forkert saltkoncentration, frost eller tørke. 
Deuterium 
En stabil isotop af hydrogen. Deuterium er tungere end almindeligt hydrogen, da 
deuterium har en neutron mere. Deuterium reagerer kemisk på samme måde som 
hydrogen. Den større masse bevirker dog, at fysiske processer foregår 
langsommere. Stoffer med deuterium har således et lidt højere kogepunkt, end de 
tilsvarende stoffer med hydrogen. 
Diapause 
Et hvilestadie hvor der forekommer en pause i udviklingen. Forekommer oftest i 
forbindelse med ufordelagtigt klima som for eksempel iltmangel, 
saltkoncentration, tørke eller frost. 
Eicosanoids Eicosanoids er et signalmolekyle, som er afledt fra omega-3 eller omega-6 fedtsyrer. 
Embryon Foster. De tidligste udviklingsstadier fra det befrugtede æg, til et individ der ligner den voksne. 
Essentiel aminosyre En essentiel aminosyre er en aminosyre, som er nødvendig for normal funktion af 
organismen. 
Eustarine  Brøndsystem. 
Gastrula Et tidligt stadie i fosterudviklingen. 
Hvileæg Æggene går i hvilestadie, hvilket vil sige at der kan gå op til adskillige år før de klækker. 
Hæmatin Et nedbrydningsprodukt af hæmoglobin. 
Hæmoglobin Hæmoglobin findes i blodet hos mange dyr, og er ansvarlig for transporten af ilt.  
Lipoproteiner En kompleks forbindelse bestående af fedtstoffer og proteiner. Lipoproteiner er 
vandopløslige, og lipid transporteres i blodet i form a lipoproteiner. 
Nauplii Tidlig larvestadie hos marine krebsdyr og enkelte ferskvandsarter 
Ovariparous Æglæggende, betegnelse for dyr der lægger æg. 
Ovoviviparous En form for formering hvor ungen klækkes fra ægget inde i moderens krop. 
Precursor DHA ↔EPA, DHA kan syntetisere EPA, samt kan EPA syntetisere DHA. 
Proteolyse Proteolyse er en nedbrydning af proteiner til mindre bestanddele ved hjælp af 
cellulære enzymer kaldet protease. 
Quiescent æg Reagerer øjeblikkeligt på begrænsende faktorer såsom temperatur. 
Salinitet Saltindholdet 
Substane æg  Klækker umiddelbart efter lægning. 
Vandsøjle De forskellige lag som vandet ligger i kaldes til sammen vandsøjlen. Vandsøjlen er lodretsnit gennem vandet, hvor de forskellige lag inddeles.  
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21 Appendiks 
21.1 Tolkning af spektre 
At tolke et NMR-spektrum kan være meget avanceret. Det første man gør, er at hive flest mulige 
oplysninger ud af spektret, og dette er information om kemiske skift, intensitet (integralet) af 
toppene, koblinger og signalform.  
Dernæst kigger man på de mere simple signaler på spektret, og dette kan for eksempel være de 
brede signaler eller signaler med høje skiftværdier. Disse antyder om der er heteroatomer, som er 
oxygen, svovl og nitrogen, og disse er eventuelt hydrogenbinder. Signaler som ligger omkring 1 
part per million (ppm), og som har relativt lave intensiteter på omkring 3 er som regel altid 
methylgrupper, CH3. Signaler som er brede, er lette at se, og hvis disse først er tilordnet bliver 
tilordningen af resten af spektret en del nemmere.  
Toppenes intensitet måles som cirkaværdier, og altid som relative. Ud fra den gruppe de 
repræsenterer, har signalerne ikke altid samme intensitet som forventet, og dette skyldes blandt 
andet den måde som spektrene optages på. Derfor vil en intensitet på 2,2 sandsynligvis afspejle to 
protoner.  
Efter at alle informationer fra og om spektret er indhentet, samles puslespillet ved hjælp af 
tabelværdier for skift og koblingskonstanter [Christoffersen, 1998]. 
21.2 Aminosyrer, Fedtsyrer & Nuclear Magnetic Resonance  
I dette afsnit vil vi koble brugen af NMR-spektroskopi med nogle eksempler på de organiske 
kompositioner, som vi håber på at finde i vores NMR-spektre af Artemia cyster og copepod æg. 
Desuden skal dette afsnit hjælpe læseren med at forstå vores tolkninger af de data, det vil sige de 
spektre fra vores forsøg. Dette er blevet brugt til at analysere vores copepod samt Artemia spektre. 
21.2.1 Aminosyrer 
Vi kigger på 1H NMR spektret for taurin, 2-amino-1-ethansulfosyre, og med sumformlen 
C2H7NO3S. Dette ses på figur 43. 
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Figur 43 viser 1H NMR spektret for taurin. Umiddelbart kan det være svært at tolke dette spektrum. 
Først aflæser man værdierne for de kemiske skift, fastslår om de forskellige toppe er en singlet, 
duplet, etc., kigger på intensiteten af udslagene og så kan man med fordel sammenligne sit 
spektrum med en form for databog over spektre. 
Figur 44 viser værdierne for de kemiske skift, og efter at have gransket spektret nøje, kan man så 
stykke de forskellige signaler sammen til ét molekyle, og dette kan ses på figur 45. 
 
   Signal     Kemisk skift(ppm) 
     A             7.65 
          B             3.05 
         C             2.72 
  Figur 32: Her ses signalerne fra 1H'erne i taurin [SDBS Info] 
 
1H-atomerne på gruppe A viser sig ved 7,65 ppm, og dette aflæser man naturligvis på skalaen 
nedenunder selve spektret. På samme måde er signalerne for B- og C-gruppen aflæst. 
 
    ( A )   ( C )    ( B )       ( A ) 
   NH2 – CH2 – CH2 – SO3H 
  Figur 33: Her ses så den endelige strukturformel for taurin [SDBS Info] 
Figur 31: Her ses 1H NMR-
spekret for taurin opløst i 
DMSO-d6 [SDBS Info] 
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21.2.2 Fedtsyrer 
Vi kigger på 1H NMR-spektre for fedtsyrer. Disse skal naturligvis analyseres på samme måde som 
aminosyrer. Spektre for fedtsyrer viser som regel toppe mellem 0,8 ppm til 3,0 ppm – og igen ved 
5,0 ppm til 5,5 ppm. Disse værdier er dog relative. 
 
 
Figur 46 viser spektret for linolsyre, og vi ser at der viser sig nogle toppe, og de præcise værdier for 
de kemiske skift er angivet i figur 47. 
 
  Signal     Kemisk skift(ppm) 
    A           11.0 
    B           5.58 - 5.12 
    C           2.764 
    D           2.33 
    E           2.03 
    F           1.63 
    G          1.10 - 1.53 
    J            0.90 
 Figur 35: Her ses signalerne fra 1H'erne i linolsyre [SDBS Info]. 
 
Figur 34: Her ses 1H NMR-spekret for linolsyre [SDBS Info] 
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Som ved analyse af de foregående spektre tjekker man de kemiske skift, intensiteten af toppene og 
typen af disse, og dernæst sammenholder man sit spektrum og sine data med en databog. 
 
21.3 Livscyklus for Artemia 
Den normale livscyklus 
Artemias livscyklus kan foregå på to forskellige måder. Den foretrukne måde kaldes 
Ovoviviparous*, hvilket vil sige at ægget klækker inde i moderens krop. Når ægget er klækket  
betegnes embryonet; nauplius. Herfra udvikles det så til en voksen Artemia [Støttrup et al 2003]. 
 
Den Cyste læggende livscyklus 
Den anden måde hvorpå livscyklusen kan foregå, er ved at Artemia hunnen laver en cyste. En cyste 
er en kappe, der omgiver hvilestadier. Cyster laves, når der er ugunstige forhold, og embryonet 
ønskes gemt til bedre forhold, på den måde sikres artens overlevelse. Den livscyklus, hvor der 
lægges cyster, kaldes for oviparous*, hvilket betyder æglæggende. I sådanne tilfælde, hvor Artemia 
laver cyster, er det på grund af enten iltmangel eller ugunstig saltkoncentration i vandet. Når 
cysterne lægges i vandet er de i et diapause stadie. Cysterne flyder rundt i de øverste saltlag, og 
skyller til sidst på land, hvor de dehydreres af solen. Dehydreringen får diapause mekanismen til at 
gå i stå, og cysten går i fuldstændig hvile. Her kan cysten ligge i mange år, indtil det igen 
rehydreres, og hvis omgivelserne er gunstige, vil den genoptage sin livscyklus, og begynde i det 
første nauplii stadie [Støttrup et al 2003; Abatzopoulos et al. 2002]. 
På figur 49 ses de to ovenstående livscykluser.  
Figur 36: Her ses strukturformlen for linolsyre [SDBS Info] 
NMR & Indholdsstoffer i Crustacean  Det Naturvidenskabelige Basisstudium 2. Semester 
 
Side 75 af 84 
 
Figur 37: Her ses de 2 forskellige livscykluser som Artemia kan gennemgå [Abatzopoulos et al. 2002] 
 
21.4 Forsøgsvejledning for dekapsulering af Artemia cysterne: 
1. Filetering af 30 ‰ havvand til 0,2 µm 
Vi tager ca. 5 L 30 ‰ havvand, som vi først filtrerer med et GF/C-filter (glasfilter) med en porre 
størrelse på ca. 1 µm. Hvorefter vi filtrerer havvandet igen med et filter med en porre størrelse på 
0,2 µm. Dette gøres for at filtrerer alger samt bakterier væk således, at havvandet er så rent som 
muligt. Grunden til, at havvandet skal være så rent som muligt skyldes, at bakterierne og algerne 
indeholder aminosyrer, fedtsyre osv. der kan give udslag på NMR spekteret, hvilket vil resulterer i 
en fejlmåling.   
2. Hydrering af Artemia cyster 
Cirka 5 gram Artemia cyster overføres til et 800 mL bægerglas med 500 mL 0,2 µm filtreret 
havvand. Artemia cysterne opbevares i bæger glasset i én time, med tilførelse af ilt ved hjælp af en 
akvariepumpe, for at suge vand til sig. Derefter renses Artemia cysterne med 0,2µm filtreret 
havvand i et 45 µm filter.  
3. Dekapsulation af Artemia cyster 
3,4 g NaOH opløses i 100 ml 0,2 µM filtreret havvand, til en 0,857 M opløsning, hvorefter der 
ventes til dette er afkølet. 
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22 mL NaOH opløsning blandes med 48mL klorin, lige før at dekapsuleringen skal ske. Derefter 
hældes de hydrerede Artemia cyster ned i opløsning og der røres rund indtil disse får en orange 
kulør. Dette sker ca. efter 12 minutter, men kan være svært at se.  
4. Straks efter, at Artemia cysterne har fået deres orange kulør skylles de med 0,2 µM filtreret 
havvand i et 45 µm filter. For at være sikker på at dekapsulationen er stoppet skylles Artemia 
cysterne med 0,1 M HCl i et 45 µM filter. Hvorefter de igen skylles med 0,2 µM filtreret havvand i 
et 45 µm filter. 0,1 M HCl laves ved at tage 1,6 mL 36 % HCl opblandet med 200 mL 0,2 µm 
filtreret havvand.  
5. De dekapsulerede cyster tages op og overføres til et bægerglas med 0,2µM filtreret havvand. 
Cysterne skal kun lige dækkes. Artemia cysterne tilføres ilt vha. akvariepumpen, således at Artemia 
cysterne holdes i live. 
6. Artemia cysterne overføres med en lille pipette til et NMR-rør. Det kan ikke undgås, at der 
overføres havvand med over i NMR-røret sammen med artemia cysterne. For at have så lidt 
havvand som muligt i NMR-røret, suges så meget af havvandet op af røret igen. 
NMR 
7. Der hældes tungvand (D2O) og referencestof ned i NMR-røret sammen med Artemia cysterne, 
for ellers kan NMR ikke lave spektre. Referencestoffet og tungvand kan evt. overføres til i tyndt 
glasrør, der føres ned i midten af NMR-røret med Artemia cysterne rundt om.  
8. Der laves 3 replikater for at sammenligne målingernes forskelle og ligheder.  
9. Der ses i et mikroskop forskelle mellem de tørrede Artemia cyster samt de dekapsulerede 
Artemia cyster.  
10. NMR prøverne køres fra kl. 14.45 til 16.30 d. 18/4-07 i rækkefølgen 1, 3 og 4.  
11. Kl. 16.30 d. 18/4-07 nedfryses nogle Artemia cyster, hvor andre sættes i køleskabet, for at 
stoppe deres udvikling.  
12. Kl. 10.00 d. 19/4-07 tages de nedfrosset Artemia cyster ud, og der foretages NMR-målinger på 
denne med et reference stof fra kl. 11.40 til 12.20 d. 19/4-07. Dette gav ikke noget udslag på 
spektret.  
13. Kl. 10.30 d. 19/4-07 tages de afkølede Artemia cyster ud, hvorefter de renses kl. 10.35, derefter 
foretages der NMR-målinger på denne mellem kl. 11.40 og 12.20 d. 19/4-07.  
14. For at sikre at Artemia cysterne er levende sættes de resterende Artemia cyster, som har stået 
natten over i køleskabet, til klækning d. 19/4-07 kl. 12.30.  
De resterende prøver sættes i køleskabet.  
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15. kl. 14.00 d. 20/4-07 klækkes Artemia cysterne.  
 
Note: Alle prøverne blev kørt ved 25 grader celcius og med 32 målinger. 
 
Materiale liste: 
• Filtrerings apparat med en porrestørrelse på henholdsvis 1 µm og 0,2 µm.  
• 30 ‰ havvand 
• 800 mL bægerglas 
• Akvariepumpe til iltning 
• 3,429 g NaOH (natrium hydroxid)  
• 1,6 mL 37 % HCL (saltsyre) 
• 48 mL klorin (natrium hypochlorid) 
• NMR – rør 
• Pipetter  
• Vægt 
• NMR – rør med vindue  
21.5 Forsøgsvejledningen til forberedelse af copepoden Acartia Tonsa  
Prøven med Arcatia tonsa, tages ud af køleskabet, hvorefter de skylles og renses igennem et 100 
µm filter med havvand. Herved filtreres snavs mm fra, imens copepod æggene passerer igennem 
filteret og kan samles op i f.eks. et bægerglas. Dernæst renses copepod æggene igennem et 70 µm 
filter med havvand. Copepod æggene sidder nu i filteret og uønsket snavs mindre end de 70 µm er 
skyllet bort. 
Copepod æggene skylles nu ud af filteret og over i et bægerglas ved hjælp af så lidt havvand som 
muligt. 
Copepod æggene og havvandet overføres ved hjælp af pipette til eppendorf-rør, hvorefter de sættes 
i en centrifuge for at få samlet æggene i bunden af røret. Det overlæggende havvand i eppendorf-
røret suges væk. Hvis havvandet og æggene har været fordelt i flere eppendorf-rør, samles æggene i 
et rør efter at havvandet er suget fra. 
Copepod æggene, og så lidt havvand som muligt, overføres til et NMR-rør med vindue med en tynd 
pipette eller en tynd slange, der kan nå ned i bunden af NMR-røret. Det overskydende havvand 
suges op.  
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20 µl af referencestoffet TSP blandes med 375 µl D2O. Blandingen tilføres til NMR-røret med 
copepod æggene. 
 
Vores tidsplan var som følger: 
• En portion af copepod æggene taget ud af køleskabet kl. 9.05 d. 9/5-07. 
• Copepod æggene overført til eppendorfrør og centrifugeret kl. 10:05 d. 9/5-07 
• Æggene lagt i NMR-rør (1. prøve) med vindue kl. 10:45 d. 9/5-07 
• 100 µL reference-tungvand blanding tilført 1. prøve kl. 11:05 d. 9/5-07 
• Resterende copepod æg tages ud af køleskabet kl. 11:20 d. 9/5-07 og sat til iltning ved 
stuetemperatur. 
• NMR startet på 1. prøve kl. 12:15 d. 9/5-07 ved 21 grader celsius. Færdig kl. 13:00. NMR 
køres på samme prøve (1. prøve) igen samme dag kl. 14-15 ved 19 grader celcius. Begge 
gange blev der kørt 512 målinger. 
• Copepod æggene i 1. prøve befandt sig i NMR-røret indtil kl. 15:10 d. 9/5-07. Sat til iltning 
kl. 15:25. 
• Den 10/5-07 køres 3. NMR test på 1. prøve kl. 12-13. Der køres 512 målinger. Er lagt i 
NMR-rør med 150 µL tungtvand-reference opløsning kl. 11:30 
• Copepod æggene der har stået til iltning i ca. 24 timer overføres til NMR-rør med 125 µL 
tungtvand-reference opløsning kl. 13:20. 
• NMR bliver kørt på ”24 timer til iltningen”-prøven fra kl. 14:15 og ca. 18 timer frem. Der 
blev kørt 10.000 målinger på prøven ved. 21 grader celcius. 
Materiale liste: 
• 30 ‰ havvand 
• 70 og 100 µm filter 
• NMR-rør med vindue 
• Et par bægerglas 
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21.6 Forskellige analyse spektrer 
 
Figur 38: NMR-spektret for Artemia cyster efter de er taget af køl, dekapsuleret og vasket. Prøven er kørt d. 18/4-07. 
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Figur 39: NMR-spektret viser Artemia prøven fra d. 18/4-07 efter den har stået ved - 18 grader celcius i 17,5 
timer. Prøven er kørt d. 19/4-07. 
 
 
Figur 40: NMR-spektret for en Artemia prøve fra d. 18/4-07, der har stået ved stuetemperatur i 17,5 timer. 
Prøven er kørt d. 19/4-07. 
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Figur 41: NMR-spektret for en Artemia prøve fra d. 18/4-07, der har stået ved 5 grader celcius i 18,67 timer. 
Prøven er kørt d. 19/4-07. 
 
 
Figur 42: NMR-spektret for Artemia cyster, der har stået ved stuetemperatur med ilt i 18,83 timer. Prøven er fra 
d. 19/4-07. 
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Figur 43: NMR-spektret for væsken fra de sprængte Artemia cyster. Hver opmærksom på den ændrede x-akse. 
 
 
Figur 44: NMR-spektret for væsken fra de sprængte Artemia cyster. Vær igen opmærksom på x-aksen. 
 
NMR & Indholdsstoffer i Crustacean  Det Naturvidenskabelige Basisstudium 2. Semester 
 
Side 83 af 84 
 
Figur 45: NMR-spektret for væsken fra de sprængte Artemia cyster. Her er der zoomet ind på afsnittet 3,3 - 3,9. 
 
 
Figur 46: NMR-spektret for copepod kørt umiddelbart efter æggene er blevet taget af køl og renset. 
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Figur 47: NMR-spektret for samme copepod-prøve som figur 56. Målingerne er her kørt en time senere. 
 
 
Figur 48: NMR-spektret for copepod, der har stået i 24 timer med ilt ved stuetemperatur. 
